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Prefazione 
Al giorno d'oggi una percentuale sempre maggiore di adolescenti utilizza a scopo 
voluttuario sostanze psicoattive illecite. L'adolescenza è un periodo della vita caratterizzato 
dalla ricerca dell'eccesso e dal desiderio di provare nuove sensazioni che, molto spesso, si 
ripercuotono nella sperimentazione di emozioni forti e rischiose, in particolare 
comportamenti illeciti e/o proibiti.  
Tra questi, l’uso di sostanze e di farmaci ad azione psicotropa, sopratutto nei momenti di 
socializzazione e di divertimento, è oramai diventata una pratica ampiamente diffusa. In 
questi contesti, l'associazione di più sostanze o poliabuso (alcool, tabacco, stimolanti), 
incrementano il rischio di gravi conseguenze per lo stato di salute del soggetto inducendo 
nei casi più gravi, all'overdose e alla morte. Tra questi, i binges di alcool e psicostimolanti 
ai quali gli adolescenti si sottopongono continuamente durante il fine settimana, 
evidenziano una tendenza, sempre più diffusa, alla ricerca di una condizione di totale 
alterazione e/o perdita dello stato di coscienza. La progressiva riduzione dell’età di 
sperimentazione (<15 anni), come riportato da recenti indagini epidemiologiche, aggrava 
un problema sociale intensamente radicato nella società contemporanea. 
Talvolta l'uso ricreativo di tali sostanze viene supportato e incoraggiato attraverso alcuni 
mezzi di comunicazione di massa (dalla musica al mondo virtuale) e nei social network, 
delineando un quadro sociale caratterizzato da una totale mancanza di informazione sugli 
effetti a lungo termine, dei danni fisici e comportamentali che l'uso massiccio e continuo di 
queste sostanze è in grado di provocare.   
Sebbene negli ultimi anni sia stato registrato un incremento delle tipologie delle sostanze 
d'abuso di derivazione sintetica (il mefedrone, l'MDPV, 25I-NBOMe, metoxetamina, etc), 
la Cannabis, sottoforma di marijuana e hashish, rappresenta la sostanza illecita 
maggiormente utilizzata nella fascia di età compresa tra i 16 e i 24 anni. Nell'ultimo 
decennio, in virtù della sua classificazione come "droga leggera", se paragonata a sostanze 
ad alto potenziale d'abuso, come la cocaina o l'eroina, il dibattito circa la legalizzazione 
dell'uso e della detenzione della Cannabis e dei suoi derivati è sempre più acceso e di 
stretta attualità, sopratutto in relazione all’aumentata richiesta per fini terapeutici.  
Infatti, se da un lato l’incremento del titolo dei principi attivi presenti nei nuovi cultivar, 
ottenuti attraverso specifici incroci (skunk: 25% in Δ9-THC; haze: 22%; Ice-O-Lator: 50% 
budder: 90%), impediscono di poter ancora considerare la Cannabis come “droga leggera”, 
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si assiste ad un aumento della domanda di derivati cannabinoidi, a scopo curativo, da parte 
di pazienti affetti da specifiche patologie.           
Oggi, attraverso la ricerca, è stato scientificamente provato il potenziale terapeutico dei 
cannabinoidi come antiemetici associati alla chemioterapia, anticonvulsivanti, analgesici 
utili nel trattamento del dolore cronico di malattie neurodegenerative (sclerosi multipla, 
dolore neuropatico e tumori).  
Tuttavia gli effetti psicoattivi dovuti al loro potenziale d'abuso, lo sviluppo di tolleranza e 
l'associazione al rischio di sviluppo di psicosi e di dipendenza, a causa dell'utilizzo a lungo 
termine per scopi ricreazionali e voluttuari, condizionano il dibattito circa l'approvazione 
della Cannabis per uso terapeutico.  
In Italia, solamente a partire dal 2013, sono state consentite le preparazione di formulazioni 
galeniche a base di Cannabis (varietà sativa o indica), nelle farmacie del territorio, e 
l'acquisto a scopo terapeutico esclusivamente sotto controllo medico dietro presentazione 
di ricetta "bianca" non ripetibile (L. 94/1998; D.M. 09/2015). 
Sulla spinta dell'onda di quanto recentemente accaduto in diversi Paesi Europei e in alcuni 
Stati dell'America del Nord, le forze politiche italiane hanno elaborato, attraverso una 
proposta di legge, attualmente ancora da discutere in Parlamento, una strategia legislativa 
determinata a legalizzare la detenzione, la coltivazione e l'uso di marijuana entro 
determinati limiti e condizioni.  
In base a queste premesse, risulta di rilevante importanza considerare le possibili 
conseguenze di una diffusione capillare della Cannabis legale nella popolazione,  
comprendente anche i soggetti maggiormente vulnerabili agli effetti gratificanti del 
principio attivo Δ9-tetraidrocannabinolo (Δ9-THC).  
Il Δ9-THC, accanto all'azione stimolatrice delle aree cerebrali della gratificazione e della 
ricompensa, svolge un importante ruolo nello sviluppo delle sinapsi e nella plasticità 
neuronale in determinate aree coinvolte nella sfera cognitiva e motoria. È stato dimostrato, 
attraverso studi longitudinali, che la somministrazione di cannabinoidi esogeni determina 
l'alterazione di tali meccanismi inducendo effetti a lungo termine, come la perdita della 
motivazione e delle fiducia nei propri mezzi, il deficit dell'attenzione, la difficoltà 
nell'apprendimento e nello svolgimento di funzioni esecutive, fino allo sviluppo di disturbi 
psichiatrici, quali psicosi (schizofrenia) e lo sviluppo di dipendenza. 
Pertanto, se si prende in considerazione l'inizio precoce del consumo della Cannabis e la 
particolare dinamica evolutiva del cervello di un soggetto adolescente, l'uso assiduo e 
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continuo di derivati della Cannabis contenenti alte percentuali di Δ9-THC rischia di 
diventare un fattore responsabile di profonde alterazioni degli equilibri neuro-modulatori 
tipici del normale sviluppo cerebrale in pubertà e in adolescenza, in una percentuale 
sempre maggiore di soggetti.  
La differenza temporale dei processi di riorganizzazione sinaptica e neuronale, che 
avvengono nell'individuo dalla preadolescenza (12-13 anni) sino ai 20 anni, tra le aree 
della corteccia prefrontale (PFCX), deputata al controllo decisionale, e le aree del sistema 
limbico, a cui sono attribuite funzioni emotive e motivazionali, potrebbe spiegare la 
tendenza degli adolescenti a trasgredire e a cercare il rischio, e a sperimentare le sostanze 
d’abuso, nonostante la consapevolezza degli effetti deleteri.  
Nel 1975, la teoria della Gateway Hypothesis postulata da Denise Kandel ha focalizzato 
l'attenzione sul possibile effetto "ponte" a carico dei cannabinoidi tra l'uso di "droghe 
leggere" all'abuso di eroina e cocaina. Numerosi studi della ricerca farmacologica di base, 
studi clinici ed evidenze epidemiologiche hanno supportato l'esistenza di una relazione 
causale diretta tra l'uso adolescenziale di marijuana ed il successivo consumo di eroina in 
età adulta, associate allo sviluppo di psicosi, deficit cognitivi, sindromi ansiose e 
depressive, oltre allo sviluppo di sindromi di abuso e di dipendenza.  
Tuttavia, la vulnerabilità individuale, associata ai fattori ambientali, è alla base delle 
alterazioni comportamentali che determinano il passaggio dall'uso ricreazionale all'abuso 
(uso incontrollato o compulsivo) di una sostanza psicoattiva, e l'evoluzione ad una 
condizione di dipendenza fisica e psichica dagli effetti della stessa.  
Per questi motivi, appare necessario chiarire quali sono i meccanismi e i fattori 
responsabili della vulnerabilità alle sostanze d'abuso allo scopo di poter comprendere il 
rischio della possibilità di un'ampia diffusione legale dei derivati cannabinoidi, sui giovani 
di oggi e gli adulti di domani. 
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1. La dipendenza o addiction 
L'Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) definisce la dipendenza da sostanze 
d'abuso, come un disturbo di natura psichica e fisica, nel quale l'uso continuato di sostanze 
psicoattive determina l'insorgenza di una serie di alterazioni e comportamenti finalizzate 
alla ricerca compulsiva e al consumo della stessa.  
Le sostanze psicotrope, vengono definite tali in quanto provocano euforia ed una 
sensazione di piacere più o meno intensa, agendo come un surrogato degli stimoli 
gratificanti naturali in quanto capaci di agire sulle aree del sistema limbico. Occorre fare 
una distinzione tra l'abuso e la dipendenza da farmaci d'abuso.  
Infatti, la condizione di abuso è caratterizzata da una modalità di uso continuo e/o 
compulsivo della sostanza, ma che il soggetto riesce ancora a gestire, a differenza dello 
stadio successivo di dipendenza in cui si ha la perdita completa del controllo e che 
rappresenta la forma più grave, associata alle manifestazioni comportamentali, fisiche e 
psicologiche.  
La stessa definizione viene riproposta dall'American Psychiatric Association (APA) 
all'interno del Manuale Diagnostico Statistico dei Disturbi Mentali (DSM-V) che identifica 
i criteri diagnostici della dipendenza, tra i quali la tolleranza e l'astinenza. La tolleranza, 
ovvero la necessità di incrementare la dose di farmaco assunto al fine di mantenere 
inalterato l'effetto gratificante, a causa dell'adattamento dei circuiti neuronali alle azioni 
della sostanza (dipendenza fisica). D'altra parte, l'astinenza è caratterizzata dall'insorgenza 
degli effetti collaterali (sostanza-specifici), in seguito all'interruzione dell'assunzione del 
farmaco, accompagnata da forte craving e da un comportamento compulsivo di ricerca 
(seeking) nonostante la consapevolezza degli effetti negativi sulla salute e di tipo socio-
economico e relazionale (American Psychiatric Association, 2013).  
 
1.1 Epidemiologia e incidenza 
I dati comunicati dal rapporto annuale dell'Ufficio delle Nazioni Unite che si occupa delle 
problematiche inerenti la droga e il crimine ad essa correlati (United Nation Office on Drug 
and Crime, UNODC) riferiscono che nel mondo, durante lo scorso anno, sono circa 300 
milioni gli individui che almeno una volta hanno utilizzato una sostanza d'abuso.  
Nel 2013, il 7% della popolazione mondiale, compresa tra 15-64 anni, ed almeno un quarto 
della popolazione europea (circa 80 milioni di adulti), ha consumato farmaci d'abuso 
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principalmente appartenenti alle categorie dei cannabinoidi, oppioidi e psicostimolanti 
(cocaina, amfetaminosimili, etc) nell'ultimo anno (UNODC, 2014). 
Sebbene le stime della produzione e la richiesta sul mercato dell'eroina rimangano sempre 
a livelli elevati, desta un particolare preoccupazione l'incremento dell'abuso di nuove 
sostanze psicoattive quali la Cannabis e i cannabinoidi di sintesi, gli psicostimolanti e i 
prodotti medicinali (EMCDDA, 2014).  
 
1.2 La gratificazione indotta dalle sostanze d'abuso  
Le sostanze d'abuso inducono un insieme di sensazioni fisiche ed emotive che, mimando le 
proprietà incentive tipiche degli stimoli gratificanti naturali, vengono riconosciute come 
piacere. La percezione del piacere, dovuta alla stimolazione dell'area del sistema limbico, 
determina nell'individuo un comportamento motivato atto a ricercare e ripetere la stessa 
sensazione gratificante. Il farmaco assume una valenza positiva (rinforzo primario) 
nell'individuo che mette in atto una serie di comportamenti aventi come fine unico 
l’assunzione del farmaco stesso. Il Nucleus Accumbens (NAc) rappresenta l'area limbica 
maggiormente coinvolta nei processi di rinforzo e nell'apprendimento incentivo (figura 1).  
I farmaci d'abuso, così come gli stimoli gratificanti naturali inducono la stimolazione 
dopaminergica e il rilascio di dopamina nel NAc, in particolare nella porzione medio-
ventrale, la shell (implicata nella percezione della gratificazione) (Heimer et al., 1991; 
Bassareo e Di Chiara, 1997; Di Chiara, 1998, 1999, 2002) e nella porzione dorso-laterale, 
il core (regola l'espressione motoria del comportamento motivato) (Di Chiara et al., 1993; 
Pontieri et al., 1995).  
L’apprendimento incentivo (incentive learning) è invece una funzione adattativa, nel quale, 
in seguito a condizionamento classico o pavloviano, la percezione e l'effetto di uno stimolo 
gratificante (naturale o farmacologico) viene associato a stimoli neutri.  
Inoltre, la continua stimolazione dei neuroni dopaminergici e il conseguente rilascio di 
dopamina nelle aree del NAc ad opera dei farmaci, a differenza di quanto avviene con gli 
stimoli gratificanti naturali, non va incontro al fenomeno dell'habituation (Bassareo and Di 
Chiara, 2007). Pertanto, a causa della continua stimolazione, i neuroni presenti in queste 
aree, dotati di una particolare responsività, sono inducono un abnorme processo di 
rafforzamento, secondo il quale gli stimoli neutri condizionati al rinforzo primario, 
acquisiscono proprietà motivazionali divenendo rinforzi secondari predittivi della sostanza 
stessa (Robinson and Berridge, 1993; Di Chiara, 1998). 
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La dipendenza, può essere quindi considerata come un disturbo comportamentale della 
percezione del piacere, in cui il soggetto focalizza le sue energie nella ricerca compulsiva e 
nel consumo incontrollato di una sostanza d'abuso.  
 
 
Figura 1. Sezione sagittale del cervello del ratto nella quale sono raffigurati i sistemi recettoriali e le vie 
neurotrasmettitoriali implicate nella percezione della gratificazione indotta dalle sostanze d'abuso (Koob and 
Volkow, 2010). 
 
1.3 I fattori di vulnerabilità 
L'interazione con una o più sostanze d'abuso non comporta l'immediato sviluppo della 
dipendenza: infatti, solo una percentuale di coloro che utilizzano i farmaci d'abuso a scopo 
voluttuario sarà soggetto al passaggio dall'uso compulsivo all'addiction. 
Lo sviluppo di una dipendenza cronica dipende dalla concomitanza di alcuni determinati 
fattori, quali la sostanza abusata, i fattori ambientali, genetici e individuali.  
In primo luogo le variabili inerenti alla sostanza comprendono le sue proprietà di rinforzo o 
valore motivazionale: maggiore è il potenziale di abuso maggiore è la possibilità che si 
inneschino nell'individuo quei comportamenti e le attività finalizzate alla continua ricerca e 
assunzione della sostanza stessa. La variabile sostanza acquisisce importanza correlabile ai 
fattori individuali, ovvero quelli relativi all'utilizzatore che comprendono: la percezione 
individuale dello stimolo, la tolleranza innata e/o lo sviluppo di tolleranza agli effetti della 
sostanza, la capacità di metabolizzazione del farmaco e la propensione comportamentale al 
rischio. Tuttavia, la predisposizione individuale e il background genetico contribuiscono in 
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maniera determinante ad incrementare il rischio di sperimentazione di sostanze d'abuso 
facilitando, secondo alcuni studi condotti su una popolazione di gemelli, la possibilità di 
sviluppare un fenotipo vulnerabile verso la progressione ai disturbi comportamentali 
correlati all'addiction (Agrawal et al., 2004; Prince vanLeeuwen et al., 2011; Vanyukov et 
al., 2012).   
Sebbene il potenziale d'abuso della sostanza e la componente genetica dell'individuo 
svolgano un ruolo fondamentale nei diversi stadi che portano progressivamente alla 
dipendenza, i fattori ambientali (famiglia, rapporti sociali e accessibilità alla sostanze) sono 
in grado di condizionare l'individuo facilitando la possibilità di conoscere o entrare in 
contatto con le sostanze d'abuso (Tsuang et al., 2001; Kendler et al., 2000, 2003; Verweij 
et al., 2010). L’ambiente sociale, familiare e lo spirito di emulazione dei modelli del 
proprio gruppo possono condurre dall’uso occasionale di una sostanza d'abuso alla ricerca 
e all'uso di altre sostanze. Generalmente una personalità antisociale, caratterizzata dallo 
scarso controllo inibitorio e un carattere impulsivo con la tendenza ad assumere 
atteggiamenti rischiosi, identificano un soggetto con una maggiore propensione e 
vulnerabilità nella ricerca di stimoli nuovi e talvolta illeciti (sensation seekers) (Arnett, 
1996; Zuckerman and Kuhlman, 2000; Wagner, 2001).  
L'adolescenza è una fase della vita di ogni individuo che rappresenta un fattore di 
vulnerabilità alle sostanze d'abuso, racchiudendo gran parte delle caratteristiche che 
individuano i sensation seekers.  
La differenza temporale nello sviluppo tra le aree corticali, deputate al controllo razionale, 
e il sistema limbico, implicato nella percezione del piacere, determina la scarsa 
comprensione del rischio inerente a determinate esperienze e le conseguenze che ne 
possono derivare, incrementando la propensione alla sperimentazione di esperienze 
emotivamente forti e, molto spesso, al limite della legalità (l'uso di sostanze psicotrope, la 
guida ad alta velocità, etc). L'abuso di sostanze psicotrope, in un soggetto adolescente, nel 
quale si osserva un'intensa attività di sviluppo neuronale nelle diverse aree cerebrali, 
potrebbe determinare modificazioni a lungo termine che, in età adulta, si ripercuotono in 
disturbi dell'apprendimento, della personalità e della percezione emotiva.  
Sebbene i disturbi psicopatologici (quali stati d'ansia, depressione e psicosi) siano spesso 
associati a un fenotipo propenso all'uso di sostanze psicoattive, non sempre possono essere 
considerati fattori predisponenti poiché, molto spesso, sono condizioni secondarie all'uso 
continuo di sostanze d'abuso. 
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2. La Cannabis 
La Cannabis Sativa è una pianta dioica conosciuta e utilizzata dall'uomo da oltre 
quattromila anni, sia per l'estrazione di fibre tessili sia a scopo curativo e ricreazionale.  
Le infiorescenze della pianta femminile costituiscono la droga, contenente il titolo più 
elevato di principi attivi (cannabinoidi). Dal fitocomplesso è possibile estrarre circa 
sessanta tipi diversi di cannabinoidi responsabili dell'attività psicoattiva: i più espressi sono 
il Δ9-tetraidrocannabinolo (Δ9-THC), il cannabigerolo (CBG), il cannabicromene (CBC) e 
il cannabidiolo (CBD) e il cannabinolo (CBN). 
Le sostanze illecite ricavate dalla pianta sono rappresentate dalla marijuana (foglie e 
infiorescenze; titolo Δ9-THC: 5-12%), l'hashish (resina; titolo Δ9-THC: 4-20%) e l'olio 
(titolo Δ9-THC: 30%) e vengono consumate prevalentemente attraverso il fumo di 
sigarette, spesso associate al tabacco.     
In questo modo, l'effetto del fumo può essere percepito in pochi istanti, a causa dell'elevata 
superficie polmonare e persiste anche per alcune ore in base al titolo del principio attivo 
contenuto nella sostanza e alle caratteristiche individuali dell'utilizzatore.  
La somministrazione può avvenire anche per via orale e, raramente, per via endovenosa, a 
causa dell'alto grado di lipofilicità del Δ9-THC che impone un'opportuna veicolazione. 
Tuttavia, queste vie di somministrazione garantiscono un'elevata biodisponibilità della 
sostanza e una maggiore durata dell'effetto. 
Il Δ9-THC si lega al recettore CB1, presenti nel sistema nervoso centrale, attraverso il 
quale media gli effetti gratificanti ed euforizzanti: in seguito all'assunzione gli effetti 
principali sono l'euforia, il rilassamento e l'alterazione della percezione spazio-temporale. 
L'uso continuato comporta effetti avversi quali deficit dell'attenzione e alterazione della 
memoria a breve termine, a causa dell'azione sui gangli della base e sull'ippocampo. 
Analogamente ad altre sostanze d'abuso, anche la Cannabis induce uno stato di dipendenza 
caratterizzato da sindrome di astinenza (disturbi del tono dell'umore, ansia, irritabilità, 
aggressività, insonnia e psicosi) (Lichtman and Martin, 2005; Budney and Hughes, 2006).   
 
2.1 Incidenza 
La Cannabis è la sostanza psicoattiva maggiormente utilizzata a livello mondiale. Sulla 
base delle statistiche più recenti si stima che sia stata consumata almeno una volta nella 
vita da 220 milioni di soggetti di età compresa tra i 16 e 64 anni (UNODC, 2014). Gli Stati 
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Uniti d'America, il Canada, l'Australia e l'Europa rappresentano le realtà mondiali nelle 
quali la prevalenza del consumo di Cannabis e derivati è stata stimata tra il 35-58%, nella 
fascia di età a rischio (SAMHSA, 2007). Sul mercato europeo, il consumo annuale di 
Cannabis, presente sottoforma di foglie (marijuana) e resina (hashish), si aggira intorno 
alle 2.000 tonnellate. In Europa sono 74 milioni (circa il 22% della popolazione) di adulti, 
di età compresa tra 15-64 anni, ad aver consumato cannabinoidi almeno una volta nella 
loro vita e 18 milioni (5%) nell'ultimo anno: tra questi sono 15 milioni (12%) i 
consumatori compresi nella fascia di età 15-34 anni mentre 8.5 milioni (14%) al di sotto 
dei 24 anni (EMCDDA, 2014).  
I giovani adulti sono tra i maggiori consumatori di marijuana e la percentuale aumenta se si 
considera che tra i ragazzi (15-16 anni), uno su quattro ha già consumato una sostanza 
d'abuso illecita (ESPAD, 2011). Il 24% dichiara di aver consumato Cannabis almeno una 
volta nella vita, il 20% nell’ultimo anno e il 12% di averla consumata nel mese precedente 
all’indagine. In Italia la prevalenza del consumo si attesta al 21% della popolazione 
compresa tra i 15-19 anni, al 12° posto nella classifica fra i paesi europei al cui vertice 
sono presenti la Repubblica Ceca (42%) e la Francia (39%) (EMCDDA, 2013). I modelli 
di consumo della Cannabis, generalmente assunta inalandone il fumo, variano dal 
consumo occasionale o abituale e, solo in piccola parte, un consumo intensivo con dosi 
elevate (< 1% dei consumatori). 
 
2.2 Il sistema endocannabinoide (eCB) 
La Cannabis Sativa è una pianta erbacea, originaria dell'Asia, le cui infiorescenze 
secernono una resina contenente sostanze terpenofenoliche, farmacologicamente attive nel 
nostro organismo, chiamate cannabinoidi (Ameri, 1999). L'attività psicotropa di queste 
sostanze è mediata da un sistema endogeno costituito da recettori specifici (Cannabinoid 
Receptor, CB), proteine di trasporto e un sistema enzimatico e metabolico, denominato 
sistema dei cannabinoidi endogeni (o endocannabinoide, eCB) (Piomelli et al., 1998; Di 
Marzo et al., 2004; Lu and Mackie, 2015).  
Il sistema eCB comprende anche una serie di composti lipidici, i cannabinoidi endogeni, in 
grado legarsi ai recettori CB, mimando gli effetti del Δ9-tetraidrocannabinolo (Δ9-THC) 
(Gaoni and Mechoulam, 1964).  
11 
 
Per questi motivi si differenziano gli endocannabinoidi, ovvero i ligandi endogeni prodotti 
nel nostro organismo, dai fitocannabinoidi, ossia tutti quelle sostanze che compongono il 
fitocomplesso della Canapa.   
Il primo recettore del sistema endocannabinoide ad essere stato clonato e successivamente 
isolato è stato il recettore CB1 (CB1R) (Matsuda et al., 1990; Devane et al., 1992). In 
seguito, è stato identificato anche il recettore CB2 (CB2R) come ulteriore mediatore 
dell'attività farmacologica dei ligandi eCB (Munro et al., 1993; Griffin et al., 2000). 
Entrambi i recettori appartengono alla superfamiglia dei recettori proteici di membrana 
accoppiati alle proteine G, precisamente alla subunità proteica Gi/o (Howlett et al., 2002). 
Pertanto, l'attivazione recettoriale determina: i) l'inibizione dell'enzima adenilatociclasi, 
con conseguente riduzione della produzione di AMPciclico; ii) la chiusura dei canali al 
Ca
++
 voltaggio-dipendenti (canali di tipo N e P/Q) e la contemporanea apertura dei canali 
di rettificazione per il K
+ 
(iperpolarizzazione della membrana) (Mackie, 1995; Twitchell et 
al., 1997). La stimolazione di questi recettori comporta l'attivazione di diverse 
proteinchinasi (MAP, PKB PI3K) che modulano la funzionalità della sinapsi, la 
trascrizione genica e la motilità cellulare (Howlett et al., 2002).  
Il recettore CB1 è prevalentemente espresso nel Sistema Nervoso Centrale (SNC): è stato 
localizzato a livello della corteccia, nei gangli della base, nell'ippocampo e nel cervelletto 
(Herkenam et al., 1990, 1991; Matsuda et al., 1993; Mackie, 2005) ed è coinvolto nei 
processi che mediano il controllo dei movimenti, l'equilibrio, l'apprendimento, la memoria 
e la percezione del dolore (Ameri, 1999).  
Attraverso studi di binding recettoriale si è potuta osservare una maggiore densità di 
recettori CB1: i) nei gangli della base (nucleo caudato, putamen, substantia nigra, globus 
pallidus, etc) e nel cervelletto, destinati al controllo della coordinazione motoria, 
dell'equilibrio e del movimento (Compton et al., 1991; Martin et al., 1991, 1998; Petwee, 
1993); ii) nell'ippocampo e nella corteccia, dimostrando il coinvolgimento dei cannabinoidi 
nei processi di apprendimento e memoria (Harkenham et al., 1990; Scallet, 1991); iii) nel 
Nucleus Accumbens (NAc), dove mediano la percezione della gratificazione (French, 
1997); iv) nel midollo spinale e nella sostanza grigia periacqueduttale, le aree coinvolte 
nella percezione del dolore (Tsou et al., 1998).  
Tuttavia una bassa concentrazione di CB1R è stata ritrovata in alcuni organi periferici 
(milza e cuore), nell'apparato riproduttivo (utero, ovaio e testicoli), nella prostata, nella 
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ghiandola surrenale e nelle terminazioni nervose simpatiche sulle quali mediano effetti 
inibitori (Galiegue et al., 1995; Ishac et al., 1996). 
Diversamente il recettore CB2 è stato localizzato prevalentemente nei tessuti e nelle cellule  
del sistema immunitario (linfociti B, linfociti T, monociti), nella milza, nelle tonsille 
(Munro et al., 1993; Galiegue et al., 1995; Schatz et al., 1997) anche se recenti studi hanno 
dimostrato la presenza di basse concentrazioni nelle cellule gliali e nella microglia del 
SNC (Gong et al., 2006; Onaivi et al., 2006). La localizzazione di questi recettori indica 
che il CB2R, attraverso il rilascio di citochine e la regolazione della risposta immunitaria, è 
il principale mediatore dell'azione immunosoppressiva tipica dei cannabinoidi (Galiegue et 
al., 1995; Condie et al., 1996).  
In seguito all'identificazione dei recettori, sono stati isolati i composti lipidici o ligandi 
endogeni del sistema eCB: l'anandamide (AEA) e il 2-arachidonilglicerolo (2-AG) 
(Devane et al., 1992; Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). Entrambi i composti, 
seppur dotati di vie metaboliche di sintesi e degradazione differenti, originano dallo stesso 
precursore, localizzato nella membrana cellulare, l'acido arachidonico (AA) (Pacher et al., 
2006). A differenza degli altri neurotrasmettitori, generalmente prodotti e immagazzinati 
nelle vescicole sinaptiche, la sintesi e il rilascio di 2-AG e AEA avvengono come risposta 
ad uno stimolo specifico. Infatti, l'AEA viene prodotta, in seguito all'ingresso di Ca
++
 nella 
membrana (dovuta alla stimolazione del neurone ad opera di altri neurotrsmettitori), per 
mezzo di reazioni enzimatiche catalizzate dall'N-acetiltransferasi: a partire dall'AA e 
l'etanolammina, si forma l'N-arachidonilfosfatidiletanolammina che diventa AEA in 
seguito alla rezione con la fosfolipasi D (Cadas et al., 1997). La sintesi del 2-AG, anch'essa 
Ca
++
-dipendente, avviene attraverso due vie biosintetiche, utilizzando come substrato i 
fosfolipidi di membrana, catalizzate dalla fosfolipasi C e l'enzima diacilglicerololipasi 
(Bisogno et al., 1998).  
L'anandamide possiede una maggiore affinità verso i recettori CB2, rispetto al 2-AG che 
possiede un alto grado di affinità sia per CB1R sia per CB2R (Slipetz et al., 1995; 
Gonsiorek et al., 2000; Luk et al., 2004). Entrambi i composti sono rapidamente idrolizzati 
attraverso gli enzimi monoacilglicerolo-lipasi e le idrolasi degli acidi grassi (FAAH), ad 
acido arachidonico e glicerolo (Di Marzo et al., 1994; Cravatt et al., 1996). 
Il sistema endocannabinoide è strettamente coinvolto con i processi di gratificazione e di 
decision making, attraverso una stretta relazione con i circuiti mesolimbici sui quali 
determina effetti eccitatori o inibitori (Salamone and Correa, 2002; Schultz, 2010; Melis 
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and Pistis, 2012). La stimolazione dei recettori CB1 nel NAc determina un aumento del 
rilascio di DA nel circuito mesolimbico incrementando la motivazione al consumo di una 
sostanza d'abuso (Tanda et al., 1997; Svizenska et al., 2008). Inoltre, l'azione inibitoria dei 
recettori presinaptici sui neuroni GABAergici e glutammatergici che proiettano nell'area 
ventrale del tegmento (VTA) determina un'inibizione retrograda, risultante nell'ulteriore 
attivazione delle vie della gratificazione (Maldonado et al., 2006).  
 
 
 
Figura 2. Rappresentazione schematica della sinapsi del sistema degli endocannabinoidi (eCB). Sono 
raffigurate le formule di struttura dei principali ligandi endogeni (anandamide e 2-arachidonilglicerolo) ed 
esogeni (Δ9-tetraidrocannabinolo) dei recettori CB (Guzman, 2003). 
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3. L'eroina 
La 3,6-dialcetilmorfina o eroina, è un composto chimico derivato dalla morfina 
caratterizzato da un elevato potenziale d'abuso: la dipendenza da eroina o da oppiacei 
rappresenta uno dei più importanti problemi socio-sanitari del nostro tempo (Volkow and 
Li, 2005).  Negli anni Novanta, sono stati frequenti i casi di morte per overdose dovuti al 
grado di purezza dell’eroina venduta illecitamente e, attualmente è la sostanza principale 
per la quale, in Europa, i tossicodipendenti chiedono di entrare in terapia (EMCDDA, 
2014). 
L'eroina si presenta come una polvere fine o granulare e, in base al grado di purezza, di 
colore bianco, bruno o rossastro: ha un'azione farmacologica molto simile alla morfina 
(della quale può essere considerato il pro-farmaco) anche se caratterizzata da una maggiore 
lipofilicità.  
Tra i tossicodipendenti, la somministrazione di questa sostanza avviene principalmente per 
via inalatoria (sniffing o fumo) e tramite iniezione per via endovenosa. Solo una piccola 
percentuale di soggetti la assume per via sottocutanea. 
Gli effetti dell'eroina, a livello del SNC, insorgono rapidamente a causa della lipofilicità 
della molecola che, oltrepassando la barriera ematoencefalica (BEE), determina un intensa 
sensazione di euforia (rush). Inoltre, la sua metabolizzazione per doppia deacetilazione, 
nella BEE, comporta la formazione di due composti (prima la 6-monoacetilmorfina e, in 
seguito, la morfina) ancora attivi sui recettori µ degli oppioidi endogeni, che 
contribuiscono a prolungare nel tempo l'effetto dell'eroina.  
Tra gli effetti si possono riscontrare: sedazione, nausea, vomito, secchezza delle fauci, 
analgesia, miosi, bradicardia, depressione respiratoria, ipotensione ortostatica. 
L'effetto gratificante determinato dall'eroina e gli oppiacei in genere è dovuto al legame 
con i recettori µ per gli oppioidi endogeni presenti nelle aree della gratificazione, in 
particolare del circuito mesolimbico, l'area ventrale del tegmento (VTA) e il Nucleus 
Accumbens (NAc). La somministrazione di oppiacei, negli animali da esperimento, 
comporta un aumento preferenziale del rilascio di dopamina (DA) nel NAc shell, 
evidenziato in seguito a trattamenti sia in acuto che cronico (Lecca et al., 2007; Cadoni and 
Di Chiara, 2007). 
Il rilascio di DA in queste aree è dovuto ad un azione indiretta e disinibitoria mediata dai 
recettori µ (Tanda et al., 1997): l'effetto inibitorio dovuto alla stimolazione di questi 
recettori presenti sugli interneuroni GABAergici, regolatori negativi del tono dei neuroni 
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DAergici, causa un aumento dose-dipendente della DA nella shell del NAc, producendo 
uno stimolo gratificante percepito come piacevole (Di Chiara and Imperato, 1988; Johnson 
and North, 1992; Pontieri et al., 1995). L'uso cronico di oppiacei, e nello specifico di 
eroina, determina in breve tempo l'instaurarsi di una condizione di tolleranza agli effetti 
della dose somministrata. Il soggetto instaura una serie di comportamenti guidati dal 
desiderio compulsivo (craving) di somministrarsi un'altra dose sempre più spesso (a causa 
dei sintomi dell'astinenza) e in maggiore quantità. 
Il fenomeno della tolleranza è dovuto a una perdita della sensibilità dei recettori oppioidi a 
causa della riduzione dell'attivazione della cascata di trasduzione del segnale 
dell'AMPciclico dovuta all'iper-espressione dei geni codificanti per tale sistema, governata 
dall'effetto a lungo termine degli oppioidi stessi (Nestler, 1992; Liu and Anand, 2001; 
Maher et al., 2001). Pertanto è necessario aumentare la dose di farmaco al fine di innescare 
il meccanismo disinibitorio alla base dell'effetto gratificante. Da qui, le basi della 
condizione di dipendenza fisica e psichica, tipica del tossicodipendente eroinomane.  
La crisi d'astinenza determina una sintomatologia negativa caratterizzata da uno stato di 
ansia, dolori diffusi, insonnia e diarrea, costipazione, calo della libido, dismenorrea nelle 
donne e perdita di peso e forte craving. 
 
3.1 Incidenza  
Dai dati pubblicati nel World Drug Report si evince che i consumatori di oppiacei, tra cui 
eroina e analgesici oppiacei (buprenorfina, metadone e fentanil), nel mondo sono stati 
stimati in circa 30-38 milioni di individui (UNODC, 2014). Di questi sono circa 20 milioni 
i consumatori abituali di eroina ed oppio. Sebbene la prevalenza media mondiale sia stata 
calcolata in circa lo 0.7%, in aumento rispetto ai dati precedenti, in Australia e nel nord 
dell'America (sopratutto negli Stati Uniti d'America) sono stati stimati valore di prevalenza 
in costante aumento, superiori al 4% (figura 3). Tramite l'ultima relazione pubblicata, 
l'Osservatorio Europeo delle Droghe e Tossicodipendenze (European Monitoring Centre 
for Drugs and Drug Addiction, EMCDDA), l'abuso di eroina e di oppiacei, generalmente 
assunti per inalazione o per via parenterale, è stato indicato come il responsabile maggiore 
della mortalità e morbilità dovuto al consumo di sostanze psicoattive in Europa.  
Nonostante il calo generale dei consumi di eroina nei paesi europei, in relazione ai picchi 
di consumo degli anni '70 e '90, la prevalenza annuale della dipendenza da oppiacei è stata 
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stimata in circa lo 0.4% della popolazione, equivalente a 1.5 milioni di individui 
(EMCDDA, 2014).  
In Italia, i consumatori problematici di eroina sono quantificati in un massimo di 8 casi su 
1000 abitanti, per un totale di poco più di 300 mila soggetti (0.75% della popolazione) 
compresi tra i 15-64 anni. Per quanto riguarda la popolazione più giovane (15-16 anni) la 
prevalenza del consumo di eroina è stata quantificata nel 2% della popolazione, 0.24% 
nell'ultimo anno, tra i più elevati se confrontati con il resto degli Stati Membri dell'Unione 
Europea (l'Italia risulta al 5°posto) (EMCDDA, 2013). 
 
 
 
Figura 3. Rappresentazione della prevalenza  mondiale dell'uso di eroina ed oppio (UNODC, 2012). 
 
3.2 Il sistema degli oppioidi endogeni 
Con il termine oppiacei si intendono una serie di composti derivati dall'oppio, naturali o di 
semisintesi in grado di interagire farmacologicamente con alcuni recettori presenti nel 
nostro organismo. Dall'oppio (ottenuto mediante l'incisione delle capsule del Papaver 
Somniferum) si estraggono, in seguito a raccolta, essicazione e lavorazione del succo 
lattiginoso, prodotti naturali quali la morfina, la codeina, la tebaina o, per mezzo di 
reazioni chimiche, l'eroina e altri derivati.  
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Essi sono in grado di legare i recettori del sistema degli oppioidi endogeni. Gli oppioidi 
endogeni sono neurotrasmettitori polipeptidici, scoperti nel 1975 da Huges et al., 
raggruppati in quattro famiglie principali: encefaline, dinorfine, endorfine e orfanine (Akil 
et al., 1998). Tali neurotrasmettitori modulano diverse funzioni nel nostro organismo: la 
risposta nocicettiva agli stimoli dolorosi, la regolazione della motilità gastrointestinale, 
l'omeostasi della temperatura corporea, la risposta e l'elaborazione delle esperienze 
gratificanti, attraverso la modulazione dell'apprendimento e della memoria (Zöllner and 
Stein, 2007; Bodnar, 2014). 
I recettori mediante i quali gli oppioidi endogeni, e gli oppiacei, esercitano la loro azione 
sono raggruppati in quattro tipologie differenti: MOP (µ), DOP (δ), KOP (ƙ), N/OFQ della 
nocicettina/orfanina (Martin et al., 1976; Chang and Cuatrecasas, 1979; Kieffer, 1995), 
tutti appartenenti alla famiglia dei recettori di membrana associati alle proteine G, 
caratterizzati dalla subunità Gi/G0 (Childers 1993).  
L'attivazione della subunità proteica, causata dal legame dell'agonista sul sito recettoriale, 
determina l'inibizione della cascata di trasduzione del segnale dell'adenilatociclasi, con 
conseguente riduzione della produzione di AMPciclico e riduzione dell'attivazione della 
proteinchinasi-C (PKC).  
La stimolazione di questi recettori determina la riduzione del rilascio di neurotrasmettitori, 
a livello presinaptico, a causa dell'inibizione dei canali al Ca
++
 voltaggio-dipendenti (canali 
di tipo N) e l'iperpolarizzazione della membrana del neurone postsinaptico dovuta 
all'attivazione dei canali al K
+
 e la contemporanea inibizione dei canali al Ca
++
 di tipo L 
(long lasting). Il legame dell'agonista recettoriale ai recettori del sistema degli oppioidi 
endogeni determina una complessiva inibizione della trasmissione neuronale.   
I recettori per gli oppioidi endogeni sono distribuiti in tutte le aree cerebrali ma, in 
particolare, sono presenti nelle aree corticali, nel sistema limbico e nel tronco encefalico. 
Studi di binding recettoriale hanno localizzato le aree in cui un sottotipo è maggiormente 
presente rispetto all'altro: i µ sono maggiormente espressi nell'amigdala, nel talamo e nel 
mesencefalo; i κ nel tubercolo olfattorio e nel corpo striato; i δ nella corteccia e nella 
regione dell'amigdala (Le Merrer et al., 2009).  
Ogni recettore presenta una differente affinità per i ligandi endogeni. Infatti, se i recettori µ 
e δ sono maggiormente affini alle β-endorfine e alle encefaline, i recettori κ sono il sito di 
legame preferenziale delle dinorfine (Manosur et al., 1995).  
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4. La Gateway Hypothesis (GH) 
Nel 1975, Denise Kandel ha proposto la cosiddetta "teoria del passaggio" o "Gateway 
Hypothesis" (GH), secondo la quale l'uso ricreazionale o l'abuso di alcune sostanze 
psicotrope durante il periodo adolescenziale predispone l'individuo all'uso, in età adulta, di 
altre sostanze illecite ad alto potenziale d'abuso, incrementando la vulnerabilità 
dell'individuo agli effetti gratificanti della sostanza (Kandel, 1975, 2002, 2003; Kandel and 
Yamaguchi and Chen, 1992).  
Attraverso studi di coorte condotti su studenti liceali, è stato suggerito che l'uso di 
Cannabis rivesta un ruolo fondamentale e intermedio nella transizione dall'uso di sostanze 
ormai legalizzate (tabacco e alcool) all'abuso di sostanze illecite (eroina, cocaina, 
amfetamine, LSD) (Kandel et al., 2006; Chadwick et al., 2013). 
L'azione "ponte" della Cannabis è sostenuta da alcune caratteristiche intrinseche della 
sostanza, alla base dell'effetto Gateway: i) l'azione psicoattiva; ii) la percezione come 
rinforzo positivo in modo tale da stimolare il desiderio di ricerca e assunzione anche di 
altre sostanze; iii) la reperibilità sul mercato della droga, (spesso è stata la sostanza di 
primo utilizzo in un soggetto tossicodipendente); iv) la percezione come possibile stimolo 
gratificante ancora prima del suo primo utilizzo. 
Negli Stati Uniti, solo il 7% degli adolescenti ha usato eroina o cocaina senza aver mai 
fumato marijuana a fronte dell'84% della stessa popolazione che, dopo aver usato 
Cannabis, ha sperimentato altre sostanze illecite (Kandel et al., 1986). Inoltre, è stato 
dimostrato che solo meno dell'1% degli utilizzatori di eroina o cocaina non hanno mai 
usato marijuana o hashish in precedenza (Fergusson and Horwood, 2000).  
Le teorie di Kandel sono state sviluppate e supportate in letteratura da studi prospettici 
longitudinali, come quello condotto da Fergusson et al. (2006) in una popolazione 
composta da 1265 bambini della Nuova Zelanda.  
Dopo 25 anni di osservazione, lo studio dimostrò che, nell'86% dei casi l'uso di Cannabis 
precede l'uso di sostanze d'abuso illecite, in particolar modo nei soggetti che ne hanno fatto 
un uso continuo nel periodo adolescenziale: la correlazione diminuisce all'aumentare 
dell'età di inizio.  
Negli stessi anni, studi condotti su gemelli, mono- ed eterozigoti, discordanti per l'uso 
precoce di Cannabis in adolescenza (primo utilizzo: < 17 anni) hanno dimostrato che il 
rischio di sviluppare una dipendenza da sostanze d'abuso, quali eroina e cocaina, era fino a 
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cinque volte maggiore rispetto al proprio gemello che non aveva mai fatto uso di marijuana 
in adolescenza (Lynskey et al., 2003, 2006). Da questi studi sono state sviluppate diverse 
teorie, relativi a fattori ambientali e biochimici, in grado di dare una spiegazione alla base 
dell'ipotesi Gateway. In generale gli utilizzatori di marijuana hanno la possibilità, 
attraverso il mercato della droga (fattore ambientale), con il quale possiedono un contatto 
frequente, di accedere, procurarsi e sperimentare altre sostanze d'abuso (cocaina ed eroina). 
Secondo Fergusson et al., l'uso della Cannabis viene percepito come un'esperienza 
gratificante e positiva che il soggetto generalizza e prova a ripetere sperimentando anche 
altre sostanze illecite (Fergusson et al., 2002, 2006).  
Infine, è stata sviluppata la "teoria della sensibilità", secondo la quale l'effetto 
farmacologico della marijuana rende gli individui maggiormente sensibili all'effetto di altre 
sostanze d'abuso, ponendo l'attenzione sulle possibili modificazioni neuronali (fattore 
biochimico) alla base della Gateway Hypothesis (Schenk et al., 2002).    
 
4.1 L'adolescenza e la vulnerabilità alle sostanze d'abuso  
La vulnerabilità individuale è uno dei fattori principali che determina lo sviluppo della 
dipendenza. Una delle fasi critiche e di maggiore vulnerabilità agli effetti delle sostanze 
d'abuso è l'adolescenza (Chambers et al., 2003). Al giorno d'oggi, il consumo di Cannabis 
e sostanze d'abuso tra gli adolescenti o i giovani adulti (16-24 anni) è particolarmente 
diffuso, e rappresenta una problematica sociale di rilevante importanza. 
L'adolescenza è definita come il periodo della vita di ogni individuo che ha inizio con la 
fase della pubertà, caratterizzata da cambiamenti biologici, comportamentali, psicologici e 
sociali, che culmina con l'arresto dell'accrescimento somatico e l'acquisizione di un ruolo 
nella società adulta (Spear, 2000; Dahl, 2004; Forbhes and Dahl, 2010).  
Tra tutti questi cambiamenti che caratterizzano questa fase della vita, di fondamentale 
importanza sono l'evoluzione della percezione delle emozioni e del controllo 
comportamentale, che costituiscono un punto chiave nello sviluppo della personalità 
dell'individuo. 
L'adolescenza è caratterizzata da comportamenti di ricerca e sperimentazione di nuove 
sensazioni strettamente correlate a comportamenti impulsivi e di attitudine al rischio 
(Weissman et al., 1999; Spear, 2000), quali il consumo di marijuana e la sperimentazione 
di sostanze d'abuso (Arnett and Balle-Jensen, 1993; Jacobus et al., 2012).  
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La ricerca di sensazioni gratificanti associate ad un alta percezione di rischio, rappresenta 
per l'adolescente uno stimolo allettante e talmente intenso da influenzare le sue scelte 
comportamentali a scapito della riflessione sulle eventuali conseguenze negative (Martin et 
al., 2002). Durante l'adolescenza, il cervello incorre in un'intensa fase di sviluppo 
neuronale delle varie aree ed è particolarmente sensibile agli stimoli sia interni (attività 
ormonale) sia esterni, come l'effetto delle sostanze psicoattive (Spear, 2000). La ricerca del 
piacere, la curiosità e la sperimentazione di nuove sensazioni sono dovute all'aumento 
dell'attività nelle aree limbiche cerebrali (la corteccia orbitofrontale, lo striato, ecc) 
coinvolte nella percezione della ricompensa e nella processazione delle emozioni (Dahl, 
2004) anch'esse in fase di sviluppo, parallelamente alla corteccia prefrontale (PFCX), che 
regola il controllo cognitivo-comportamentale. L'incremento della trasmissione DAergica 
nella via mesocorticale è di fondamentale importanza nella modulazione dei 
comportamenti impulsivi, nella percezione del rischio in relazione alla salienza emotiva 
dell'esperienza (Doremus-Fitzwater et al., 2010; Spear, 2010). In accordo con quanto 
osservato, il modello "dual process" postula che la mancata percezione del rischio deriva 
da uno sviluppo asincrono delle aree mesocorticali, che inizia dalla pubertà, e il controllo 
razionale (area corticale), che raggiunge il suo sviluppo intorno ai venti anni (Steinberg et 
al., 2008; Geier e Luna, 2009; Casey and Jones, 2010; Somerville et al., 2010). 
Un soggetto adolescente è maggiormente vulnerabile, rispetto a un adulto sia per la 
differente percezione degli effetti gratificanti delle sostanze psicotrope sia per la ridotta 
percezione degli effetti negativi durante l'astinenza (Adriani et al., 2002; Adriani et al., 
2006; Laviola et al. 1999; O'Dell, 2009). Di conseguenza, l'età d'inizio all'uso continuo di 
sostanze d'abuso assume un ruolo di fondamentale importanza per l'incremento della 
suscettibilità allo sviluppo della dipendenza (Clark et al., 1998; O'Dell, 2009). L'uso 
continuo e regolare di Cannabis incrementa il rischio di sviluppare dipendenza da altre 
sostanze d'abuso in età adulta: tale rischio diminuisce se aumenta l'età di primo utilizzo 
della sostanza (Fergusson et al., 2006). Tuttavia, è stato dimostrato che l'uso continuato e 
regolare di Cannabis in adolescenza si ripercuote anche sull'incremento di crimini, suicidi 
e deficit cognitivi (Fergusson et al., 2002). Esiste una correlazione diretta tra gli 
adolescenti che abusano di cannabinoidi e l'abbandono scolastico, la riduzione della 
performance negli studi e la futura disoccupazione (Lynskey and Hall, 2000). L'uso 
regolare di marijuana in adolescenza è ormai considerato un fattore di rischio per lo 
sviluppo di disturbi mentali in età adulta (Hall and Degenhardt, 2009; Rubino et al., 2009, 
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2015). È interessante osservare che le conseguenze negative sull'apprendimento, la 
memoria e l'alterazione della percezione emotiva, indotte dai cannabinoidi, si osservano 
solo su animali adolescenti e non negli adulti (Schneider and Koch, 2003; O'Shea et al., 
2004; Realini et al., 2009).  
Nel corso della fase adolescenziale, è stato osservato un intenso processo di pruning, il 
rimodellamento delle connessioni sinaptiche che comporta lo sfoltimento e l'eliminazione 
delle sinapsi neuronali scarsamente utilizzate (Crews et al., 2007). La somministrazione di 
cannabinoidi esogeni comporterebbe effetti avversi nei processi di rimodellamento della 
sostanza bianca e del pruning sinaptico che interferirebbe negativamente sullo sviluppo 
morfologico cerebrale (Bossong and Niesink, 2010; Solowij et al., 2011; Batalla et al., 
2013). Evidenze scientifiche dimostrano che il sistema degli endocannabinoidi endogeni è 
coinvolto nello sviluppo e neuronale (neurogenesi, plasticità sinaptica) attraverso l'attività 
dei ligandi endogeni sui recettori specifici dall'età embrionale (Harkany et al., 2008). 
L'iperstimolazione di questo sistema, causato dall'assunzione di Cannabis, negli 
adolescenti comporta una possibile alterazione dei processi di maturazione cerebrale in 
alcune aree, con conseguenze a lungo termine di rilevante importanza (Galve-Roperh et al., 
2009; Downer and Campbell, 2010).  
Studi di brain imaging hanno dimostrato una riduzione del volume cerebrale, 
dell'ippocampo e dell'amigdala (Wilson et al., 2000; Ashtari et al., 2011; McQueeny et al., 
2011), asimmetria della struttura ippocampale (Medina et al., 2007) ed alterazioni dello 
spessore della corteccia prefrontale (Lopez-Larson et al., 2011) nei soggetti adolescenti in 
seguito all'uso continuo di Cannabis. La corteccia prefrontale si dimostra come l'area 
maggiormente vulnerabile all'uso di cannabinoidi esogeni.  
 
4.2 Il supporto della ricerca pre-clicnica  
Dall'ipotesi di Schenk et al. (2000) si è sviluppato un filone di ricerca sui modelli animali 
con l'obiettivo di trovare un riscontro neurobiologico alla Gateway Hypothesis. 
Numerosi studi hanno dimostrato che il Δ9-tetraidrocannabinolo (Δ9-THC), somministrato 
in adolescenza, determina effetti neuromodulatori, con conseguenze a lungo termine che si 
possono ripercuotere sulla percezione dell'effetto gratificante delle sostanze d'abuso, sullo 
sviluppo neuronale e di disturbi psichiatrici (Solinas et al., 2004; Ellgren et al., 2007; 
Fernandez-Espejo et al., 2009; Viveros et al., 2012; Chadwick et al., 2013; Rubino et al., 
2015).  
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Utilizzando diversi paradigmi sperimentali è stato osservato un aumento delle proprietà di 
rinforzo dell'MDMA (Rodriguez-Arias et al., 2010) e della cocaina (Higuera-Matas et al., 
2008) in ratti esposti, durante il periodo adolescenziale, agli agonisti cannabinoidi, WIN-
55212-2 e CP55,940.  
Applicando il paradigma della Self-Administration (SA), è stato dimostrato che il 
trattamento adolescenziale con Δ9-THC, determina l'incremento delle proprietà di rinforzo 
dell'eroina autosomministrata in età adulta (Ellgren et al., 2007).  
Tali risultati sono stati spiegati attraverso le modificazioni a lungo termine nelle aree 
cerebrali coinvolte nella percezione della gratificazione indotte dalla somministrazione dei 
cannabinoidi in adolescenza (Pistis et al., 2004; Higuera-Matas et al., 2010). A tal 
proposito è stato ipotizzato che i cannabinoidi determinano una minore responsività dei 
neuroni DAergici che proiettano nel VTA, nel cervello dell'adolescente, che si ripercuote 
nella riduzione della gratificazione agli stimoli naturali e conduce ad una maggiore 
vulnerabilità all'effetto delle sostanze d'abuso. Questo effetto è dovuto anche all'incremento 
del segnale inibitorio mediato dalla via di trasduzione recettoriale, causato dal Δ9-THC, 
nelle aree del sistema limbico ed è strettamente associato all'aumento del reward da 
sostanze d'abuso (Ellgren et al., 2007). L'azione della Cannabis nell'adolescente comporta 
modificazioni al sistema degli oppioidi endogeni e in particolare l'incremento dei recettori 
µ e dell'espressione genica della proencefalina nel NAc (Ellgren et al., 2007; Tomasiewicz 
et al., 2012).   
L'uso di Cannabis in adolescenza, inoltre, è stata associata alla possibilità di sviluppare, in 
età adulta, disturbi d'ansia (Fergusson et al., 2002; Hayatbakhsh et al., 2007), disturbi 
psichiatrici (Rubino et al., 2015), deficit dell'attenzione e della memoria di lavoro 
(Schwartz et al., 1989; Ehrenreich et al., 1999) e psicosi (Arseneault et al., 2004).  
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5. Studio dei farmaci d'abuso: i modelli sperimentali 
La ricerca pre-clinica si avvale dei modelli sperimentali per studiare gli effetti gratificanti 
delle sostanze psicotrope, valutarne il potenziale d'abuso e investigare sui fattori 
comportamentali, e per indagare sui substrati neurobiologici che sottendono lo sviluppo 
dell'addiction, attraverso il condizionamento passivo e il comportamento operante.  
Con il condizionamento passivo gli animali da esperimento sono sottoposti ad una 
somministrazione non-contingente, per mano dell'operatore, di una sostanza 
potenzialmente gratificante. La preferenza spaziale condizionata (Conditioned Place 
Preference, CPP) rappresenta un paradigma sperimentale basato su un modello di 
apprendimento associativo o condizionamento pavloviano, nel quale uno stimolo 
gratificante o non condizionato (farmaco d'abuso, US) viene associato ad un fattore 
ambientale (stimolo condizionato o CS). Gli animali vengono sottoposti a ripetute 
somministrazioni di farmaco o una soluzione di veicolo (fase di condizionamento) 
rispettivamente in due contesti ambientali simili ma distinguibili per alcune caratteristiche 
visive e tattili (colore delle pareti, struttura del pavimento), ed eventualmente uditive. In 
seguito ad alcuni giorni di trattamento, durante il test finale si distingue l'effetto 
gratificante di una sostanza se l'animale trascorre più tempo nel contesto nel quale ha 
ricevuto la somministrazione della sostanza d'abuso e non in quello nel quale è stato 
trattato con il veicolo (Fenu et al., 2006; Tzschentke, 2007), per effetto dell'associazione 
degli effetti gratificanti del farmaco all’ambiente in cui l’ha ricevuto.    
Viceversa, nel condizionamento attivo è il comportamento attivo e volontario, eseguito 
dall'animale da esperimento a determinare la somministrazione di un farmaco d'abuso 
(risposta contingente). Nel modello sperimentale della Self-Administration (SA) gli 
animali, in determinate condizioni sperimentali, associano stimoli neutri (uditivi, visivi e 
tattili) alla disponibilità della sostanza nella gabbia e compiono un lavoro per ottenerla, 
attraverso un lavoro di lever pressing (pressione di una leva) o nose poking (attivazione di 
fotocellule) motivato dal desiderio di assumerla (Di Chiara, 1998). L'associazione tra gli 
stimoli condizionati (CS) e le proprietà di rinforzo della sostanza (US) genera 
l'apprendimento del comportamento operante, che l'animale ripete in virtù del valore 
motivazionale rappresentato dalla sostanza. La SA rappresenta un valido paradigma 
sperimentale capace di mimare nell'animale le fasi del consumo (i comportamenti di uso 
abituale, compulsivo e di abuso di farmaci), la fase di astinenza e di ricaduta tipiche 
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dell'addiction nell'uomo (Gardner, 2000; O’Brien and Gardner, 2005). Numerosi studi 
hanno dimostrato che la gran parte delle sostanze che determinano dipendenza nell'uomo, 
agiscono da rinforzi positivi e sostengono il comportamento operante di SA nell'animale da 
esperimento (Spealman and Goldberg, 1978). 
 
5.1 L'acquisizione di un protocollo di Self-Administration (SA) 
Come descritto in precedenza, l'animale per ricevere la ricompensa (farmaco) deve 
emettere un’adeguata risposta di lavoro (lever pressing o nose poking).  
Nella prima fase, detta di acquisizione del comportamento operante, l'animale impara a 
distinguere gli stimoli predittivi alla sostanza d'abuso e a compiere un determinato lavoro, 
regolato da protocolli comportamentali, adeguatamente progettati dallo sperimentatore 
sulla base del comportamento che si vuole studiare e/o del fenomeno che si vuole 
riprodurre. La leva o il nose poke attivo diventano stimoli condizionati (CS) al rinforzo 
farmacologico (US). 
La sostanza in esame possiede un effetto gratificante se induce nell'animale un 
comportamento motivato che lo porta ad eseguire un compito più o meno complesso per 
assumerla. In questo modo è stato ottenuto un modello animale che mima la condizione di 
assunzione di un farmaco nell'uomo. Generalmente, in questa fase vengono utilizzati 
protocolli di autosomministrazione a rapporto fisso (Fixed Ratio, FR). La FR-n rappresenta 
una schedula operativa relativamente semplice nella quale l'animale dovrà portare a 
termine un numero n di risposte per ottenere il rinforzo farmacologico. In questo modo è 
possibile studiare le proprietà di rinforzo della sostanza in esame, o riprodurre un 
comportamento di uso abitudinario nell'animale da esperimento.  
Attraverso protocolli operativi più complessi è possibile studiare le proprietà motivazionali 
di una sostanza d'abuso e di riprodurre il comportamento di uso compulsivo di sostanze 
d'abuso, tipico dell'uomo. A questo scopo sono utilizzate le schedule operative a rapporto 
progressivo (Progressive Ratio, PR), caratterizzate dall'incremento progressivo ed 
esponenziale, all'interno della stessa sessione di SA, del numero di risposte necessarie ad 
ottenere una dose di farmaco (Roberts and Richardson 1992; Markou et al., 1993; Stafford 
et al., 1998; Grasing et al., 2003). L'animale è disposto a lavorare fino a quando il numero 
di risposte richieste supera il valore motivazionale determinato dal farmaco, arrivando al 
cosiddetto breaking point, definito come il valore dell'ultimo requisito o risposta 
comportamentale soddisfatta dal comportamento operante dell'animale (Hodos, 1961). 
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Infine, la fase di estinzione del comportamento di autosomministrazione prevede 
l'eliminazione della ricompensa in presenza o meno degli stimoli ad essa condizionati 
presenti nella Skinner box. In questo modo è possibile valutare se i risultati ottenuti in 
presenza del farmaco fossero strettamente correlabili alle proprietà di rinforzo, o 
semplicemente ad un comportamento abituale o strumentale acquisito indipendentemente 
dalle proprietà di rinforzo del farmaco (Millan et al., 2011). Nelle prime sessioni di 
estinzione si riproduce uno stato di astinenza, che nell’uomo normalmente determina la 
ricaduta (relapse) ai fattori ambientali associati all’assunzione della sostanza, e che, 
nell’animale da esperimento può essere indotto dalla riesposizione dell'animale agli stimoli 
condizionati alla sostanza (cues) o alla sua somministrazione (priming) (Justinova et al., 
2009).  
Attraverso altre modifiche ai protocolli di somministrazione (intervalli fissi, intervalli 
variabili, esposizione prolungata, etc), la SA fornisce un valido strumento per riprodurre e 
studiare le diverse fasi relative all’abuso e che sottendono allo sviluppo della dipendenza 
(Koob and Volkow, 2010).    
 
5.2 I Lewis e Fischer 344: un modello animale di vulnerabilità genetica  
La possibilità che un individuo sviluppi una condizione di dipendenza da una sostanza 
d'abuso è strettamente correlata a fattori di tipo ambientale, individuali e genetici.  
Tra questi la componente genetica svolge un ruolo fondamentale nel determinare la 
vulnerabilità dell'individuo al potenziale d'abuso della sostanza (Crabbe, 2002; Uhl et al., 
2002). Per questi motivi, la ricerca si avvale dei modelli genetici animali, ovvero animali 
da esperimento caratterizzati  da un processo patologico in atto (trasmesso geneticamente o 
o indotto) che si manifesta similmente, per uno o più aspetti, attraverso le modificazioni 
biochimiche e neuroadattative, a quelle caratteristiche della patologia umana. Tra questi 
sono state selezionate linee di animali caratterizzati dello stesso corredo genetico, detti 
inbred, che permettono di esaminare a fondo quali possono essere i fattori genetici 
coinvolti nei meccanismi della dipendenza. 
A questo scopo, i ratti dei ceppi Lewis (LEW) e Fischer (F344) costituiscono un modello 
di maggiore e minore vulnerabilità alle proprietà di rinforzo dei farmaci comunemente 
abusati dall'uomo (Kosten and Ambrosio, 2002).  
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Attraverso il paradigma della SA è stato osservato che i ratti LEW acquisiscono e si 
adattano facilmente ai differenti protocolli di autosomministrazione dei farmaci ad azione 
psicotropa secondo schedule di lavoro FR e PR.  
Infatti, in letteratura è stato ampiamente dimostrato che i ratti del ceppo LEW acquisiscono 
più rapidamente ed assumono maggiori quantità di cocaina (Kosten et al., 2007; Picetti et 
al., 2010), morfina (Martin et al., 1999; 2003), eroina (Picetti et al., 2012), alcool (Suzuki 
et al., 1988), nicotina (Brower et al., 2002) rispetto ai ratti del ceppo F344.  
Questa differenza viene evidenziata sottoponendo entrambi i ceppi a protocolli 
sperimentali di SA a rapporto progressivo, quando il lavoro che l'animale deve compiere 
per ottenere una singola dose di farmaco aumenta esponenzialmente nel corso della stessa 
sessione (Martin et al., 2003; Garcia-Lecumberri et al., 2011) a prescindere dalla dose 
somministrata (Garcia-Lecumberri et al., 2011). 
I ratti LEW sono considerati il ceppo maggiormente suscettibile, rispetto ai F344, agli 
effetti gratificanti delle sostanze d'abuso, ad eccezione dell'amfetamina (Sthör et al., 1998), 
come dimostrato attraverso studi di CPP e sull'attività motoria (Guitart et al., 1992; Kosten 
et al., 1994; Cadoni et al., 2015). 
Il ceppo LEW, in base alle caratteristiche di maggiore sensibilità agli effetti dei farmaci ad 
azione psicotropa e al consumo compulsivo mostrato negli esperimenti di SA, può essere 
candidato come modello animale sul quale basare gli studi per comprendere meglio i 
meccanismi che stanno alla base di tutte le fasi della dipendenza nell'uomo. Infatti, è stato 
dimostrato che i ratti LEW sono in grado di mimare il comportamento compulsivo (drug 
escalation) tipico dell'individuo umano tossicodipendente, se sottoposti a protocolli di SA 
di lunga durata (> 18h) sia con la cocaina sia con l'eroina (Picetti et al., 2010, 2012).  
La diversa sensibilità alle proprietà di rinforzo dei farmaci d'abuso riscontrata tra LEW e 
F344 può essere spiegata dall'esistenza di differenze biochimiche e neuromodulatorie, nei 
diversi sistemi neurotrasmettitoriali implicati nel circuito della gratificazione. 
In questo contesto, un ruolo di fondamentale importanza è determinato dalla trasmissione 
DAergica e il circuito mesolimbico, strettamente implicati nei processi di elaborazione 
degli stimoli gratificanti e nella modulazione della risposta comportamentale nei paradigmi 
sperimentali di tipo operante (Salamone et al., 2003). Infatti, sono numerose le differenze 
riscontrate nei due ceppi; i ratti LEW esprimono una minore densità di recettori D2 e D3 nel 
Nucleus Accumbens e nello striato, se paragonati ai F344 (Flores et al., 1998). La ridotta 
espressione di questi recettori nel NAc e nel VTA può essere correlata allo sviluppo di 
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comportamenti impulsivi, caratteristiche del ceppo LEW (Martin et al., 1999, 2003; 
Garcia-Lecumberri et al., 2011), correlabili alla vulnerabilità alle sostanze d'abuso 
(Huskinson et al., 2012; Hamilton et al., 2014). 
Inoltre, nel NAc, i livelli del trasportatore di membrana (DAT) e dei metaboliti basali 
extracellulari della DA sono risultati essere inferiori nei LEW rispetto ai F344 (Camp et 
al., 1994; Strecker et al., 1996; Flores et al., 1998), i quali d'altra parte esprimono alti 
livelli dell'enzima tirosina idrossilasi (TH) (Beitner-Johnson et al., 1991; Kosten, 1997). 
Oltre alle differenze biochimiche, il sistema mesolimbico dei due ceppi è caratterizzato da 
una diversa responsività dei neuroni DAergici. Infatti, gli studi di microdialisi cerebrale 
hanno evidenziato una risposta preferenziale del rilascio di DA nella shell del NAc dei ratti 
LEW in seguito alla somministrazione dei più comuni farmaci abusati dall'uomo (morfina, 
cocaina, amfetamina, nicotina e Δ9-THC) (Cadoni and Di Chiara, 2007; Cadoni et al., 
2009,  2015). Oltre al sistema DAergico, il sistema degli oppioidi endogeni svolge un ruolo 
di primaria importanza nella percezione degli stimoli gratificanti e nello sviluppo della 
dipendenza da farmaci. Tra i due ceppi sono stati evidenziate ulteriori differenze, sia in 
condizioni basali sia dopo trattamento cronico, che potrebbero essere correlate alla diversa 
sensibilità dei F344 e LEW nei confronti delle diverse sostanze d'abuso (Guitart et al., 
1992, 1993; Haile et al., 2001; Sanchez-Cardoso et al., 2007, 2009; Gerrits et al., 2003; 
Garcia-Lecumberri et al., 2011). Studi di binding recettoriale hanno dimostrato che il tono 
basale degli oppioidi endogeni del ceppo LEW è inferiore rispetto ai F344: sono stati 
riscontrati livelli significativamente più bassi di encefaline, dinorfine e mRNA delle 
proencefaline nelle aree mesolimbiche (NAc, VTA e Substantia Nigra) (Nylander et al., 
1995; Martin et al., 1999). I ratti LEW presentano un livello basale dei recettori µ per gli 
oppioidi endogeni, mediatore degli effetti gratificanti degli oppiacei, inferiore rispetto ai 
F344 (Sanchez-Cardoso et al., 2007). Tuttavia, in seguito a trattamento cronico con 
morfina, i recettori µ presenti nel VTA dei ratti LEW subiscono un fenomeno di up 
regulation: la maggiore inibizione dei neuroni GABAergici in quest'area determina un 
maggior rilascio di DA. Questi dati sono in accordo con quanto osservato nell'uomo da 
Drakenberg et al. (2006), secondo il quale il 90% dei soggetti che abusano eroina 
presentano, oltre ad un polimorfismo dei recettori µ, una down regulation dei geni 
codificanti per le preproencefaline e preprodinorfine, precursori dei principali oppioidi 
endogeni prodotti nel nostro organismo.  
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Da ulteriori studi è stata dimostrata, tra i ratti LEW e F344, una differente attivazione 
dell'asse Ipotalamo-Ipofisi-Surrene (HPA), area coinvolta nei processi dell'addiction, in 
risposta agli stimoli stressanti (Kosten and Ambrosio, 2002). Nel ceppo LEW si osserva 
l'iporesponsività dell'HPA, associata ad una ridotta risposta adattativa di ACTH e 
corticosteroidi, in risposta agli stimoli infiammatori e stressogeni (Sternberg et al., 1989; 
Dhabhar et al., 1993; Kosten and Ambrosio, 2002) rispetto al ceppo F344.  
La secrezione di glucocorticoidi viene considerata come un fattore determinante nella 
vulnerabilità e nella risposta comportamentale agli effetti dei farmaci d'abuso, in 
particolare di eroina e oppiacei (Deroche et al., 1992; Koob 2010; Vinson and Brennan, 
2013). Pertanto, la differenza di attivazione del sistema HPA gioca un ruolo fondamentale 
ed è strettamente correlata con la maggiore o minore suscettibilità agli effetti gratificanti 
delle sostanze d'abuso evidenziate nei due ceppi (Kosten and Ambrosio, 2002). 
Infine, si è ipotizzata una differente sensibilità tra i due ceppi del sistema 
endocannabinoide, in particolare agli effetti gratificanti del Δ9-THC (Chen et al., 1991; 
Lepore et al., 1996; Cadoni et al., 2015). Nell'ippocampo, nel globo pallido e nel NAc, i 
ratti LEW sono caratterizzati da una bassa densità recettoriale CB1 a fronte di un'elevata 
espressione dei recettori CB2 (Rivera et al., 2013), rispetto ai F344, i quali però presentano 
alti livelli di anandamide nelle stesse aree (Coria et al., 2014): ciò consente di fornire una 
spiegazione dello stato d'ansia che caratterizza questo ceppo rispetto ai LEW (Busquets-
Garcia et al., 2011).   
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Sulla base di queste premesse, lo scopo della mia attività di ricerca è stato quello di 
valutare gli effetti a lungo termine della pre-esposizione adolescenziale al Δ9-THC a carico 
del comportamento di autosomministrazione di eroina, in età adulta, utilizzando i ratti 
inbred Lewis e Fischer 344, un modello genetico rispettivamente di maggiore e minore 
predisposizione agli effetti gratificanti dei farmaci d'abuso.  
Il consumo compulsivo di sostanze d'abuso e l'eventuale progressione verso l'addiction 
sono condizionati da fattori individuali, genetici e ambientali. In particolare, il fattore 
genetico è di fondamentale importanza per predisporre l'individuo ad uno stato di 
vulnerabilità agli effetti dei farmaci d'abuso.  
Gli adolescenti, tra i maggiori utilizzatori di Cannabis e dei suoi derivati, si trovano in una 
fase della vita caratterizzata da un intenso processo di sviluppo neuronale e sinaptico 
(pruning e neomielinizzazione), e da una forte vulnerabilità agli effetti gratificanti delle 
sostanze psicotrope. In più, il differente periodo di maturazione tra la corteccia prefrontale, 
sede dell'organizzazione razionale dei pensieri e degli impulsi, e il sistema limbico, area 
della percezione della valenza motivazionale e della gratificazione, contribuisce a 
incrementare la possibilità degli adolescenti ad affrontare esperienze rischiose, come la 
sperimentazione e l'abuso di sostanze psicoattive. 
Nel sistema nervoso centrale dell'adolescente, l'effetto di dosi elevate di Δ9-THC induce 
l'alterazione dei processi neuro-modulatori in cui è coinvolto il sistema endocannabinoide, 
causando conseguenze a lungo termine che, associate ad un background sociale 
favorevole, potrebbero determinare lo sviluppo di un fenotipo predisposto all'abuso e alla 
dipendenza.  
Attraverso l'uso dei modelli genetici animali, come i ratti inbred del ceppo Lewis (LEW) e 
Fischer 344 (F344), è possibile studiare l'influenza e il contributo del fattore genetico nei 
meccanismi che inducono all'abuso di farmaci. Applicando il paradigma sperimentale della 
Self-Administration (SA) è stato possibile studiare gli effetti a lungo termine della 
somministrazione di Cannabis in adolescenza, riproducendo nei due ceppi di ratti le 
diverse fasi di sperimentazione, uso ripetuto, abuso e/o uso compulsivo di eroina che si 
osservano nell'uomo. 
Il progetto sperimentale è stato articolato in tre fasi principali. Tutti gli esperimenti hanno 
previsto lo stesso schema di trattamento adolescenziale, con la somministrazione passiva di 
Δ9-THC o veicolo, nei ratti due ceppi.  
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Nella prima fase è stata valutata l'influenza del trattamento adolescenziale con il Δ9-THC 
sulle modificazioni delle proprietà di rinforzo dell'eroina, in età adulta, nel ceppo LEW e 
F344 utilizzando schedule operative a rapporto fisso (FR). In questo modo, attraverso 
l'applicazione dei protocolli di autosomministrazione FR (FR-1, FR-3 e FR-5), è stato 
possibile studiare le proprietà di rinforzo dell'eroina simulando la condizione di uso 
abituale nell'uomo (Exp. I).  
In seguito, tramite l’impiego di un protocollo operativo a rapporto progressivo (PR), sono 
state studiate le variazioni del valore motivazionale dell'eroina, in età adulta, in relazione 
alla vulnerabilità e allo sforzo massimo che gli animali di ogni gruppo sperimentale hanno 
dovuto sostenere per autosomministrarsi ogni singola dose di farmaco (Exp. II). 
Nella terza parte, allo scopo di completare lo studio comportamentale sullo stesso modello 
genetico, è stato simulato il comportamento di abuso, utilizzando un protocollo di 
esposizione prolungata (Long Access, LA) all’eroina (4 h), caratterizzato da un graduale 
aumento della dose di eroina (Exp. III). In questo modo sono stati studiati gli effetti a 
lungo termine dell’esposizione in adolescenza al Δ9-THC sia sui processi di acquisizione, 
FR-1 di breve durata (short access, 1-h, 0,025 mg/kg) sia in protocollo di abuso da 
oppiacei (long access, 4-h). L'incremento progressivo della dose di eroina somministrata 
(0.025, 0.050, 0.100 mg/kg) ha consentito di studiare in che modo l'esposizione 
adolescenziale al Δ9-THC influisca sulla vulnerabilità dell'individuo nel sviluppare un 
comportamento di uso compulsivo (drug escalation) tipico nell'instaurarsi della condizione 
di dipendenza. 
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MATERIALI E METODI 
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Tutte le procedure e gli esperimenti eseguiti per la realizzazione di questo studio sono stati 
condotti seguendo le linee guida in materia di cura e utilizzo degli animali da esperimento 
dettate dalla Comunità Economica Europea (2010/63/UE L 276 20/10/2010), recepite e 
approvate dal Comitato Etico locale dell'Università degli Studi di Cagliari. Gli operatori 
hanno compiuto ogni sforzo al fine di ridurre la sofferenza e il numero di animali utilizzati 
in ogni fase sperimentale monitorandone giornalmente lo stato di salute. 
 
Animali 
Ratti maschi adolescenti dei ceppi inbred Lewis (LEW) e Fischer 344 (F344) (Charles 
River, Italia), dell'età di 5 settimane, corrispondente al 35° giorno post-natale (Post-Natal 
day, PN) e del peso di 175-200 g sono stati stabulati all'arrivo in gruppi di tre animali per 
gabbia. I ratti sono stati mantenuti in condizioni ambientali standard di temperatura (23°C) 
e umidità (60%), con cibo e acqua ad libitum, e sottoposti ad un ciclo artificiale luce-buio 
controllato di 12 ore (luce: dalle 8:00 A.M.; buio: 8:00 P.M.). Solo durante le sessioni di 
autosomministrazione (Self-Administration, SA) i ratti di entrambi i ceppi sono stati 
sottoposti ad un regime dietetico controllato (LEW: 18-20g; F344: 16-18g) al fine di 
mantenere costante il peso corporeo. Gli animali sono stati manipolati giornalmente (10 
minuti) dagli operatori al fine di favorirne l'ambientamento fino all'inizio delle sessioni 
chirurgiche. Gli esperimenti di SA sono stati iniziati dieci giorni dopo la chirurgia, per 
consentire il pieno recupero dello stato di salute degli animali (figura 4).    
 
Farmaci  
Il Δ9-tetraidrocannabinolo (Δ9-THC) è stato fornito dalla National Institute on Drug of 
Abuse (NIDA, Research Triangle Park, NC, USA). Per ottimizzare l'uso del Δ9-THC 
attraverso la via di somministrazione intraperitoneale, durante il trattamento adolescenziale 
dei ratti (alle dosi di 2, 4, 8 mg/Kg), è stato disciolto in una soluzione salina sterile 
contenente 0.3% di Tween 80 (3 mg/Kg, i.p.). 
L'eroina cloridrato (Macfarlan Smith Limited, Edinburgh, UK), disciolta in soluzione 
salina sterile (0.9%), è stata utilizzata per tutte le sessioni di SA alla dose di 0.025 mg/Kg 
(48 µl/4-s per bolo d'infusione) durante ciascuna sessione degli Exp.I, Exp.II, e solo nella 
fase di acquisizione dell’Exp. III). Infatti, nell'Exp.III sono state effettuate sessioni di SA 
con dosi crescenti di eroina (0.025, 0.050, 0.100 mg/Kg, 48 µl/4-s per bolo d'infusione). 
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L'eroina cloridrato è stata ulteriormente somministrata alla concentrazione di 0.5 mg/Kg (1 
ml/kg, s.c.) durante il protocollo di Reinstatement del comportamento operante di SA 
(Exp.II, Exp.III). 
 
Settimana PN : 5 10 12 6 
Trattamento 
Adolescenziale
(Δ9-THC)
Chirurgia
manipolazione /ambientamento
Self-Administration (SA) 
di eroina (0.025 mg/kg)
Arrivo
Acquisizione (Exp. I, II, III)recupero
 
Figura 4. Rappresentazione schematica-temporale della procedura sperimentale utilizzata in questo studio. I 
ratti, in seguito all'arrivo in stabulario (5° settimana post-natale, PN) sono stati manipolati quotidianamente 
fino al giorno della chirurgia (10° settimana PN). Dalla 12° settimana PN ha avuto inizio la fase di 
acquisizione del comportamento di SA di eroina (0.025 mg/kg) sottoposti alla schedula operativa FR-1 (1°-
15°sessione).  
 
Protocollo Sperimentale         
Il trattamento adolescenziale 
Dopo la prima settimana di ambientamento e manipolazione, i ratti ormai adolescenti (38-
42° giorno, 6° settimana PN) sono stati suddivisi in modo casuale in quattro gruppi 
sperimentali e sottoposti al trattamento di sensibilizzazione al ∆9-THC. Il paradigma di 
sensibilizzazione utilizzato, sviluppato in accordo con quanto descritto da Cadoni et al. 
(2001), ha voluto simulare gli effetti indotti dall’assunzione di Cannabis in adolescenza. 
Il protocollo sperimentale ha previsto il trattamento mediante somministrazione passiva, 
per via intraperitoneale (i.p.), di due iniezioni giornaliere (09:00 A.M. e 05:00 P.M.) con 
dosi crescenti di ∆9-THC (rispettivamente di 2, 4 e 8 mg/Kg) per tre giorni consecutivi 
(42°-45° giorno PN). I ratti sottoposti a questo trattamento costituiranno il gruppo dei 
pretrattati (LEW-THC, F344-THC). Viceversa, agli animali di controllo (LEW-Veh, F344-
Veh) è stato iniettato un egual volume di veicolo (0.3% Tween 80 in soluzione salina 
sterile, 3 mg/Kg, i.p.) secondo lo stesso schema. Il trattamento è avvenuto all'interno dello 
stabulario: i ratti sono stati presi dall'operatore, iniettati e riposti nella propria home cage.  
 
La Chirurgia 
Alla decima settimana PN (70-72°giorno, stadio adulto) gli animali sono stati sottoposti 
alle pratiche chirurgiche: i ratti sono stati anestetizzati con Equisetin (0.97 g pentobarbital, 
4.25 g cloralio idrato, 2.1 g MgSO4, 42.8 ml propilenglicole, 11.5 ml 90% etanolo/100 ml; 
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5 ml/kg i.p.) e sottoposti all'impianto di un catetere cronico (Medical-grade tubing; Silastic, 
Dow Corning Corporation, Midland, MI, USA) nella vena giugulare destra.  
Il catetere, dopo essere stato inserito e bloccato all'interno della vena, è stato fissato nella 
regione scapolare, dalla quale fuoriesce con la seconda estremità, per consentire la 
somministrazione dei farmaci e dell'eroina. Eseguita la chirurgia, i ratti sono stati stabulati 
singolarmente, nelle stesse condizioni ambientali, con cibo e acqua ad libitum, e sottoposti 
a trattamento farmacologico post-operatorio per dieci giorni, prima di iniziare gli 
esperimenti di autosomministrazione, per garantire il pieno recupero. 
La terapia ha previsto la somministrazione i.v. di 0.1 ml di antidolorifico (Mobic
®
, 15 
mg/1.5 ml, Boheringer Ingelheim) per quattro giorni, e di 0.1 ml di antibiotico (Baytril
®
, 
40 mg/ml, Bayer) per 10 giorni, allo scopo di lenire la sofferenza degli animali e di 
prevenire eventuali infezioni.  
Il catetere è stato sciacquato giornalmente con soluzione fisiologica sterile ed eparina 
(Epsoclar, 25000 U.I./ 5 ml, Hospira Italia s.r.l.) in soluzione fisiologica sterile (250 U/ml, 
0.1 ml) per prevenire la formazione di eventuali coaguli e garantire la corretta funzionalità 
dello stesso. 
 
Il paradigma della Self-Administration (SA)        
Dalla dodicesima settimana, i ratti dei quattro gruppi sperimentali, in età adulta (84-86°g 
PN) sono stati allenati ad acquisire un comportamento operante di autosomministrazione 
endovenosa (Self-Administration, SA) di eroina (0,025 mg/Kg, 48µL, per bolo di 
infusione).  
La SA è un paradigma sperimentale utilizzato nell'ambito della ricerca pre-clinica per lo 
studio delle proprietà gratificanti dei farmaci e i meccanismi alla base dell'apprendimento 
incentivo. L'animale da esperimento che viene messo nelle condizioni di imparare ad 
autosomministrarsi un farmaco d'abuso rappresenta un valido modello che riproduce 
fedelmente i comportamenti di abuso e uso compulsivo di farmaci nell'uomo.  
Sulla base di queste premesse, il mio progetto è stato articolato in tre diverse fasi nelle 
quali, attraverso l'utilizzo di specifiche schedule operative, è stato valutato l'influenza del 
pretrattamento in adolescenza con il Δ9-THC nel modello di vulnerabilità genetica alle 
sostanze d'abuso LEW e F344, nei diversi aspetti che contraddistinguono il comportamento 
motivato.  
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Gli animali dei quattro gruppi sperimentali (LEW-THC, LEW-Veh, F344-THC, F344-
Veh) sono stati sottoposti all'autosomministrazione di eroina applicando schedule operative 
a rapporto fisso (Exp. I) e a rapporto progressivo (Exp. II), allo scopo di studiare 
rispettivamente le modificazioni delle proprietà di rinforzo e del valore motivazionale 
dell'eroina in età adulta.  
In seguito, per completare lo studio comportamentale sullo stesso modello genetico, 
durante la seconda parte dello studio i ratti LEW e F344 esposti secondo lo stesso schema 
di trattamento al Δ9-THC è stato utilizzato un protocollo di esposizione prolungata (Long 
Access, LA) all’eroina, caratterizzato da un graduale aumento della dose di eroina, mirato 
allo studio degli effetti a lungo termine dell’esposizione in adolescenza al Δ9-THC in un 
protocollo di abuso ed escalation di oppiacei (Exp. III).  
 
Apparato 
Le sessioni sperimentali sono state svolte all'interno di Skinner Box (31x26x33cm), situate 
in specifiche box acusticamente isolate dall'ambiente circostante (Coulbourn Instruments, 
Allentown, NJ, USA). Una ventola, posta all'interno della box insonorizzata, ha garantito 
la circolazione di aria, il mantenimento di una temperatura costante e un rumore bianco di 
fondo. Ognuna delle dodici gabbie utilizzate per gli esperimenti era provvista di due fori, 
detti nose poke (NP), posti a un'altezza di 2 cm dal pavimento della gabbia, entrambi 
provvisti di fotocellule attivate dall'inserimento del muso dell'animale. All'interno della 
gabbia era presente un'ulteriore luce gialla, posta nella parte alta della gabbia, nello stesso 
pannello dei NP, avente la funzione di stimolo visivo condizionato all'erogazione del 
farmaco. La differente illuminazione dei NP durante la sessione sperimentale ha costituito 
lo stimolo discriminativo che il ratto ha dovuto distinguere per autosomministrarsi il 
farmaco in maniera risposta-contingente, come previsto dai protocolli di acquisizione del 
comportamento operante nel paradigma della SA. L'illuminazione giallo-verde identificava 
il NP attivo mentre l'illuminazione rossa caratterizzava il NP inattivo. L'attivazione della 
fotocellula del NP attivo mediante l'inserimento del muso dell'animale determinava 
l'attivazione attraverso un sistema computerizzato, di una pompa d'infusione, posta al di 
fuori della gabbia, che erogava una dose unitaria di farmaco. Viceversa, l'attivazione della 
fotocellula del NP inattivo è stata registrata dal computer ma era priva di conseguenze sul 
sistema d'infusione.  
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La pompa d'infusione contenente la soluzione di eroina, è stata collegata al catetere del 
ratto per mezzo di un tubo di polietilene (PE) (P.E.-50, Portex Ltd, Kent, UK), 
opportunamente riempito di soluzione farmacologica, protetto da una molla metallica e 
connessa ad uno swivel (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA) posto su di un sostegno 
mobile al fine di consentire la piena libertà di movimento dell'animale all'interno della 
Skinner Box.  
L'attività comportamentale (nose poking) dell'animale in entrambi i NP è stata registrata 
attraverso l'utilizzo di un programma (Graphic State 2 software, Coulbourn Instrument, 
PA, USA) e successivamente analizzata.  
Attraverso il software, il protocollo di ogni sessione di SA è stato programmato in quattro 
diversi stati (S):  
• Fase preparatoria (Ready State phase, S1): caratterizzata dall'attivazione (3-sec) 
della pompa d'infusione allo scopo di riempire il volume morto del catetere cronico 
con la soluzione di eroina (50 μl); 
• Disponibilità del farmaco (Drug available phase, S2): gli stimoli discriminativi 
(NP) indicavano la disponibilità del farmaco e, in base al protocollo sperimentale, il 
comportamento attivo e volontario del ratto ha determinato il passaggio immediato 
allo stato successivo; 
• Infusione (Infusion phase, S3): caratterizzata dall'attivazione della pompa 
d'infusione (4-sec) che determinava l'erogazione di una dose di farmaco e dalla 
contemporanea accensione di uno stimolo luminoso (luce gialla), associato 
all'infusione, prolungata alla fase successiva; 
• Intervallo (Time-Out Phase, S4): entrambi i NP erano illuminati con luce rossa 
(durata di 20-sec) e l'attività comportamentale (registrata dal programma) non 
aveva nessun effetto sul sistema di infusione. 
Al termine dello stato S4, il sistema è stato programmato per segnalare la disponibilità 
dell'eroina (S2) attraverso l'illuminazione dei NP (luce giallo/verde e luce rossa) e lo 
spegnimento dell'house light (luce gialla) associata all'erogazione del farmaco. In base 
all'attività comportamentale del ratto, il software attivava ciclicamente gli stati S2-S3-S4 
per tutta la durata programmata della sessione terminando con lo stato di fine (Finish State 
phase, FIN) caratterizzato dallo spegnimento di tutti gli stimoli. 
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Protocollo di acquisizione del comportamento operante 
Durante fase di acquisizione, identica in tutti e tre gli esperimenti, tutte le sessioni di 
autosomministrazione di eroina sono state svolte tra le 9:00 A.M e le 5:00 PM in sessioni 
della durata di un ora (dal lunedì al venerdì, 5 sessioni/settimana). La dose di eroina (0.025 
mg/Kg, 48µL) è stata preparata giornalmente in funzione delle variazioni del peso degli 
animali dei gruppi sperimentali. All'inizio di ogni sessione, il catetere cronico è stato 
opportunamente perfuso con soluzione fisiologica (0.1 ml, i.v.) allo scopo di verificare 
l'assenza di eventuali coaguli presenti al suo interno, e successivamente collegato al 
sistema di infusione del farmaco. Quindi, il ratto è stato posizionato all'interno della 
Skinner Box, e la sessione è stata avviata. In ciascun esperimento, gli animali dei quattro 
gruppi sperimentali sono stati sottoposti ad una schedula operativa a rapporto fisso, Fixed 
Ratio-1 (FR-1) attraverso la quale ogni NP attivo emesso dai ratti ha determinato 
l’infusione di un volume unitario di eroina (1°-15° sessione). Al termine della sessione, gli 
animali sono stati tolti dalla gabbia e, dopo il trattamento antibiotico, il catetere è stato 
riempito con soluzione fisiologica eparinizzata (250 UI/ml).  
Il criterio di acquisizione del comportamento operante, in questa fase, è stato definito come 
l'aumento significativo dei NP attivi rispetto a quelli inattivi in almeno tre sessioni 
consecutive, con una variazione inferiore al 10%. Gli animali che hanno soddisfatto questo 
criterio sono passati alla fase successiva. 
 
Protocolli di autosomministrazione 
- Exp. I (studio delle modificazioni delle proprietà di rinforzo dell'eroina): In seguito 
alla fase di acquisizione (1°-15° sessione), i ratti dei quattro gruppi sperimentali sono stati 
sottoposti all'incremento del protocollo di autosomministrazione, da FR-1 a FR-3 (16°-22° 
sessione) e infine a FR-5 (23°-29° sessione). In questa fase, i ratti sono stati allenati ad 
aumentare il lavoro necessario per ricevere una singola dose di farmaco. Il programma di 
rinforzo FR-3 ha previsto un aumento del rapporto dei NP attivi consecutivi per ottenere 
una singola infusione (3 NP: 1 infusione) ulteriormente incrementato con il protocollo FR-
5 (5 NP: 1 infusione).  
Dalla 30° sessione gli animali sono stati sottoposti alla fase di estinzione del 
comportamento operante (30°-40° sessione), durante le quali il comportamento di nose 
poking ha determinato l’infusione in vena di soluzione fisiologica sterile. Le sessioni di 
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estinzione sono state condotte in presenza degli stessi stimoli visivi condizionati al rinforzo 
farmacologico (figura 5). 
 
1 16 23 30 40 Sessioni:
Protocollo:
FR-3FR-1 FR-5 Estinzione
1-h
FR
 
 
Figura 5. Rappresentazione schematica delle schedule operative utilizzate nel corso dell'Exp. I. 
 
- Exp. II (studio delle modificazioni del valore motivazionale dell'eroina): dopo la fase 
di acquisizione, i ratti dei quattro gruppi sperimentali sono stati sottoposti all'incremento 
del protocollo di autosomministrazione, da FR-1 a FR-3 (16°-22° sessione) e a FR-5 (23°-
29° sessione), utilizzando la stessa procedura descritta nell'Exp. I. Ogni gruppo 
sperimentale è stato sottoposto ad una schedula a rapporto progressivo (Progressive Ratio, 
PR), caratterizzata da sessioni della durata di 4-h (30°-43° sessione). La PR, a differenza 
della FR, rappresenta un programma di rinforzo più complesso nel quale, nell'ambito della 
stessa sessione di SA, il ratto deve aumentare esponenzialmente l'attività di nose poking 
necessaria all'ottenimento di una singola dose di eroina, secondo una sequenza 
programmata (Roberts and Richardson, 1992; Grasing et al., 2003). Le schedule operative 
a rapporto progressivo, applicate al paradigma della SA caratterizzato dalla 
somministrazione attiva e volontaria (risposta-contingente), sono un valido strumento per 
lo studio della capacità di rinforzo dei farmaci d'abuso, attraverso lo studio dell'attività 
comportamentale massimale o punto di rottura (Breaking Point, BP), che il ratto sostiene 
in relazione alla gratificazione ottenuta dal rinforzo farmacologico (Markou et al., 1993; 
Stafford et al., 1998). Il BP viene definito come il valore dell'ultimo requisito di risposta, 
soddisfatto dall'attività di nose poking dall'animale, per ottenere l'ultima ricompensa 
farmacologica, oltre il quale il numero di risposte richieste è superiore al valore 
motivazionale determinato dal farmaco (punto di rottura) (Hodos, 1961). In questo studio è 
stata utilizzata la schedula operativa PR3-4, in accordo con quanto descritto da Roberts e 
Richardson (1992), generalmente utilizzata in letteratura per valutare le proprietà di 
rinforzo di oppiacei e psicostimolanti (Shaham e Stewart, 1994; Martin et al., 1999; 
Solinas et al., 2004; Ellgren et al., 2007), nella quale l'attività comportamentale necessaria 
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per ricevere una singola infusione di eroina è stata programmata in base alla sequenza: 
1,2,4,6,9,12,15,20,25,32, 40,50,62,77,95,118, … Durante ciascuna sessione di SA in PR3-4 
è stato misurato il BP corrispondente.  
 
1 16 23 30 37 44 Sessioni:
Protocollo:
PR
FR-3FR-1 FR-5 PR3-4 Estinzione
1-h 4-h
FR
51 
 
Figura 6. Rappresentazione schematica delle schedule operative utilizzate nel corso dell'Exp. II. 
 
Dalla 44°sessione ha avuto inizio la fase di Estinzione del comportamento di 
autosomministrazione di eroina, condotta con lo stesso protocollo (PR3-4) ma in assenza 
degli stimoli visivi (illuminati di rosso) e del rinforzo farmacologico (44°-51° sessione). 
Infine, il protocollo sperimentale ha previsto il Reinstatement del comportamento di SA, 
articolato in due sessioni condotte ad un giorno di distanza, della durata di 4-h utilizzando 
la stessa schedula operativa (PR3-4). Nella prima sessione il comportamento di SA è stato 
indotto dalla presentazione degli stimoli visivi (cues) condizionati all'eroina, mentre, nella 
seconda sessione il Reinstatement è stato indotto tramite un priming di eroina (0.5 mg/kg, 
s.c.) (figura 6). 
  
- Exp. III (studio del comportamento di abuso dell'eroina): in seguito alla fase di 
acquisizione (1-h al giorno, 6 sessioni/settimana, FR-1) ha avuto inizio il protocollo 
sperimentale di accesso prolungato (Long Access, LA,4-h) all’eroina inizialmente alla 
stessa dose di 0.025 mg/Kg, 48µL per bolo di infusione), sempre secondo la schedula 
operativa a rapporto fisso FR-1 (1 NP : 1 infusione, 16°-22°sessione) (figura 7).  
 
1 16 23 30 37 43 Sessioni:
Protocollo:
R 
FR-1
0.0250.025 0.050 0.100 Salina sterileDose di eroina:
(mg/kg)
1-h 4-h
FR-1
 
 
Figura 7. Rappresentazione schematica delle schedule operative utilizzate nel corso dell'Exp. III. 
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Successivamente, la dose di eroina somministrata è stata progressivamente aumentata: da 
0.025 mg/Kg a 0.05 mg/Kg/bolo di infusione (23°-29°sessione), e quindi a 0.100 mg/Kg 
/bolo di infusione (30°-36°sessione). Dalla 37°sessione, il protocollo sperimentale ha 
previsto la fase di Estinzione, condotta in assenza degli stimoli visivi (i NP sono stati 
illuminati di luce rossa), associati al rinforzo farmacologico, e in assenza dell'infusione di 
eroina (37°-43° sessione). Infine, il Reinstatement del comportamento operante di SA di 
eroina indotto dalla presentazione delle cues visive, e, due giorni dopo, dall'iniezione 
sottocutanea di un priming di eroina (0.5 mg/Kg, s.c.). 
 
 
Analisi Statistica dei Dati 
L'analisi statistica dei dati ottenuti è stata eseguita tramite il programma Statistica V. 8 
(StatSoft, Inc. Tulsa, OK, USA). 
Self-Administration: i risultati ottenuti durante tutte le sessioni di autosomministrazione 
di eroina, in tutti gli esperimenti (Exp.I, Exp.II, Exp.III) è stata analizzata attraverso 
l'analisi della varianza (ANOVA) a due vie utilizzando come fattore i nose-pokes (attivi vs 
inattivi) e le sessioni come misure ripetute, allo scopo di stabilire se tutti i gruppi 
sperimentali hanno soddisfatto il criterio di acquisizione del comportamento operante di 
SA. L'attività di nose poking giornaliera fatta registrare dai quattro gruppi sperimentali in 
tutte le fasi del progetto sperimentale è stata ulteriormente analizzata attraverso l'ANOVA 
a tre vie utilizzando come fattori il ceppo (LEW vs F344), il pretrattamento (Δ9-THC vs 
Veh) e le sessioni come misure ripetute. L'attività di nose poking, in tutte le fasi dei tre 
esperimenti, è stata espressa come medie ± ES dei nose pokes cumulativi attivi e inattivi 
(Exp.I, Exp.II, Exp.III). 
Consumo di eroina: L'intake di eroina (mg/Kg) è stato espresso come: i) media del 
consumo giornaliero di eroina somministrata durante tutte le fasi sperimentali; ii) media 
del consumo di eroina in ogni fase sperimentale (Exp.I, Exp.II, Exp.III). In entrambi i 
casi i dati sono stati analizzati con l'analisi della varianza (ANOVA) a tre vie utilizzando i 
fattori ceppo (LEW vs F344), il pretrattamento (Δ9-THC vs Veh) e l'intake giornaliero 
registrato durante le sessioni come misure ripetute. 
Breaking Point (BP): il BP, espresso come valore dell'ultimo requisito di risposta 
completato, misurato durante la PR3-4(Exp.II), è stato analizzato con l'ANOVA a tre vie 
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utilizzando come fattori il ceppo (LEW vs F344), il pretrattamento (Δ9-THC vs Veh) e le 
sessioni come misure ripetute.   
Reinstatement: L'attività di nose poking, il consumo di eroina e il BP (solo Exp.II) 
registrati durante le due sessioni di Reinstatement (Exp.II, Exp.III)  sono state analizzate 
attraverso l'ANOVA a tre vie considerando il ceppo (LEW vs F344), il pretrattamento (Δ9-
THC vs Veh) e i nose pokes (attivi vs inattivi) come fattori.   
Gli effetti significativi sono stati sottoposti al Tukey's HSD o Fischer's LSD post-hoc test, 
come indicato nella legenda delle figure, allo scopo di valutarne le loro interazioni 
significative (p<0.05).  
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RISULTATI 
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In ciascun esperimento (Exp. I, II, III), i ratti del ceppo LEW e F344 sono stati sottoposti 
al trattamento con dosi crescenti di Δ9-THC (2,4,8 mg/kg, due volte al giorno) alla 6° 
settimana post-natale (PN, 42°-45° giorno), o con veicolo, in accordo con il protocollo 
descritto da Cadoni et al., (2001) (vedi la sezione Materiali e Metodi). 
Alla dodicesima settimana PN (84°-86° giorno PN), i ratti dei quattro gruppi sperimentali 
(LEW-Veh, LEW-THC, F344-Veh, F344-THC) sono stati addestrati ad acquisire un 
comportamento di Self-Administration (SA) di eroina alla dose di 0.025 mg/kg (48µL/bolo 
d'infusione, i.v). 
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Esperimento I e II 
 
Analisi del comportamento di Self-administration (SA) di eroina, in età adulta, utilizzando 
schedule operative a rapporto fisso (FR-1, FR-3, FR-5). 
 
La fase di acquisizione del comportamento di SA di eroina è stata effettuata utilizzando 
una schedula operativa FR-1 (1 NP: 1 infusione) per tre settimane (sessioni 1°-15°), 
durante la quale i ratti del ceppo LEW hanno mostrato una maggiore attività 
comportamentale rispetto ai ratti F344 a partire dalla seconda settimana di SA.  
Tuttavia, dato che la schedula operativa FR-1 costituisce un semplice modello di analisi 
della frequenza di autosomministrazione di un farmaco (Arnold and Roberts, 1997), nelle 
sessioni successive, allo scopo di meglio caratterizzare le proprietà di rinforzo dell'eroina, 
il protocollo sperimentale è stato incrementato a FR-3 (3:1, 16°-22° sessione) e 
successivamente a FR-5 (5:1, 23°-29° sessione).  
I risultati ottenuti negli esperimenti I e II sono stati simili, e, per questo motivo, i valori 
registrati sono stati uniti e analizzati assieme. Nelle figure 8 e 9, è stato rappresentato il 
comportamento di nose poking cumulativo registrato rispettivamente nei ratti LEW e F344, 
durante l'applicazione dei protocolli sperimentali di SA a rapporto fisso (FR-1, FR-3 e FR-
5). Come rappresentato nella figura 8, i ratti del ceppo LEW hanno acquisito più 
rapidamente il comportamento operante di SA, rispetto al ceppo F344 (figura 9), ma, il 
pretrattamento in adolescenza con Δ9-THC ha determinato una maggiore capacita di 
risposta ed una maggiore capacità di adattamento all'incremento della schedula operativa 
dei ratti LEW-THC adulti rispetto al proprio gruppo di controllo (LEW-Veh) e al gruppo 
F344-THC. Infatti, l'ANOVA a tre vie applicata all'attività comportamentale registrata 
giornalmente in ciascun gruppo sperimentale ha mostrato un effetto statisticamente 
significativo per i fattori ceppo (LEW vs F344: F1,50=65.59, p<0.000001), pretrattamento 
(THC vs Veh: F1,50=9.97, p<0.005), sessioni (F28,1400=93.21, p<0.000001) e in ciascuna 
delle loro interazioni, compresa sessione x pretrattamento x ceppo (F28,1400=1.70, p<0.05). 
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Figura 8. Comportamento di autosomministrazione (SA) di eroina (0.025 mg/Kg), in età adulta, dei 
ratti del ceppo LEW (THC e Veh) sottoposti a schedule operative a rapporto fisso. Risposte cumulative 
(nose pokes o NP) fatte registrare, durante la SA di eroina (1°-29° sessione), dai ratti LEW-THC (n= 16) e 
dai rispettivi controlli (LEW-Veh, n= 16) sottoposti alle schedule operative FR-1, FR-3 e FR-5. I risultati 
sono espressi come media ± ES dei NP cumulativi attivi (simboli pieni) ed inattivi (simboli vuoti). *: p<0.05 
vs NP inattivi; #: p<0.05 vs Veh; §: p <0.05 vs controparte F344. ANOVA seguita da Tukey's post-hoc test. 
 
 
L'analisi post-hoc (Tukey's post-hoc test: p<0.05), applicata ai dati inerenti all'attività 
comportamentale dei ratti LEW-THC e LEW-Veh ha evidenziato la loro maggiore attività 
di nose poking rispetto ai ratti F344, in tutte le schedule operative utilizzate (figura 8).  
E' importante osservare che in corrispondenza del cambio di schedula operativa, i ratti 
LEW pre-esposti in adolescenza al Δ9-THC hanno mostrato un più rapido adattamento ai 
nuovi protocolli di somministrazione rispetto ai controlli. Infatti, nei ratti di controllo 
(LEW-Veh) l'adattamento ai protocolli FR-3 e FR5 è stato più lento e graduale. 
Diversamente da quanto osservato nei ratti LEW, il pretrattamento adolescenziale con il 
Δ9-THC non ha determinato alcuna modificazione delle caratteristiche comportamentali di 
SA di eroina dei ratti Fischer in età adulta, secondo un protocollo sperimentale a schedule 
fisse, dato che l'attività dei F344-THC e dei relativi controlli (F344-Veh) è stata 
sovrapponibile in tutte le fasi sperimentali a FR-1, FR-3 e FR-5 (figura 9). 
Inoltre, in accordo con quanto descritto in letteratura, l'attività comportamentale registrata 
nei ratti del ceppo LEW-Veh è stata sempre maggiore rispetto al corrispondente gruppo dei 
ratti del ceppo F344-Veh, sia durante la fase di acquisizione in FR-1, sia nelle fasi 
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successive (FR-3 ed FR-5), confermando la maggiore predisposizione all’acquisizione del 
comportamento di SA del ceppo LEW rispetto al F344.      
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Figura 9. Comportamento di autosomministrazione (SA) di eroina (0.025 mg/Kg), in età adulta, dei 
ratti del ceppo F344 (THC e Veh) sottoposti a schedule operative a rapporto fisso. Risposte cumulative 
(nose pokes, NP) registrate durante la SA di eroina (1°-29° sessione) dai ratti F344-THC (n= 16) e dai 
rispettivi controlli (F344-Veh, n= 16), durante le schedule operative FR-1, FR-3 e FR-5. I risultati sono 
espressi come media ± ES dei NP cumulativi attivi (simboli pieni) ed inattivi (simboli vuoti). *: p<0.05 vs 
NP inattivi; #: p<0.05 vs Veh. ANOVA seguita da Tukey's post-hoc test. 
 
 
Nell'Esperimento I, in seguito all'ultima sessione di SA condotta secondo il protocollo 
operativo FR-5, ha avuto inizio la fase di estinzione, durante la quale la soluzione di eroina 
è stata sostituita con soluzione salina. L'attività di nose poking è stata registrata in assenza 
di rinforzo farmacologico, ma in presenza degli stimoli visivi predittivi l'eroina: 
l'illuminazione dei NP e l'house light, successiva all'attivazione della pompa di infusione.  
Nonostante l'assenza del rinforzo farmacologico, le cues predittive hanno determinato un 
incremento significativo dell'attività comportamentale di seeking da parte dei ratti di 
entrambi i ceppi LEW (figura 10A) e F344 (figura 10B) nelle prime due sessioni di 
estinzione.  
Tuttavia, in assenza dell'effetto gratificante dell'eroina, l'attività comportamentale si è 
ridotta drasticamente tra la 32° e la 40° sessione (F8,352=31.62, p<0.000001), indicando 
chiaramente come l'attività comportamentale registrata fosse correlabile alle proprietà 
gratificanti dell'eroina e non per effetto di un mero comportamento abitudinario.  
48 
 
L'effetto dell'esposizione adolescenziale al Δ9-THC si traduce nell'incremento del seeking 
esibito dai ratti F344-THC rispetto al proprio gruppo di controllo (THC vs Veh: F1,44=7.02, 
p<0.005), nonostante durante le sessioni di AS di eroina non siano state registrate 
differenze tra i due gruppi, come precedentemente descritto. 
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Figura 10. Rappresentazione dell'attività comportamentale dei ratti LEW (THC e Veh, pannello A) e 
dei ratti F344 (THC e Veh, pannello B) sottoposti al protocollo di estinzione del comportamento 
operante (FR-5). Risposte cumulative (nose pokes o NP) registrate durante la fase di estinzione del 
comportamento di SA di eroina (30°-40° sessione) dei ratti dei quattro gruppi sperimentali (LEW-THC, n= 7; 
LEW-Veh, n= 6; F344-THC, n= 7; F344-Veh, n= 8). I risultati sono espressi come media ± ES dei NP 
cumulativi attivi (simboli pieni) ed inattivi (simboli vuoti). *: p<0.05 vs ultima sessione FR-5 (gruppi THC); 
§: p <0.05 vs ultima sessione FR-5 (gruppi Veh). ANOVA seguita da Tukey's post-hoc test. 
 
 
 
Analisi del consumo di eroina 
Durante ciascuna fase sperimentale di SA di eroina condotta secondo le schedule di lavoro 
a rapporto fisso FR-1, FR-3 e FR-5, è stato registrato il consumo giornaliero di eroina 
assunta dai quattro gruppi sperimentali ed espresso come mg/kg/die, sulla base del numero 
delle infusioni (totale/die) dei singoli boli di eroina (0.025 mg/kg, 48µL, i.v.) (figura 11). 
L'ANOVA a tre vie, applicata al consumo giornaliero di eroina dei ratti LEW (THC e Veh) 
e F344 (THC e Veh) secondo i protocolli di SA a rapporto fisso (FR-1, FR-3 e FR-5), ha 
mostrato un effetto significativo per i fattori ceppo (LEW vs F344: F1,50=31.62, 
p<0.00001), pretrattamento (THC vs Veh: F1,50=7.28, p<0.01), sessioni (F28,1400=10.30, 
p<0.00001) e  nella loro interazione sessione x ceppo (F28,1400=3.49, p<0.000001). Come si 
osserva dal grafico, figura 11A, i ratti LEW-THC aumentano progressivamente il consumo 
giornaliero di eroina rispetto al proprio gruppo di controllo, per effetto del più rapido 
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adattamento dell'attività comportamentale alle nuove condizioni sperimentali indotte dagli 
incrementi della schedula operativa (FR-1 a FR-3, 16°-22°sessione ; FR-3 a FR-5, 23°-
29°sessione). 
Infatti, tra i ratti LEW-THC e i rispettivi controlli si osserva una differenza significativa 
del consumo giornaliero di eroina, dalla 23° alla 29° sessione, suggerendo che 
l'esposizione adolescenziale al Δ9-THC, in un genotipo predisposto, ha determinato 
l'incremento delle proprietà gratificanti dell'eroina in età adulta.  
Inoltre, per effetto della maggiore attività comportamentale, anche il consumo di eroina dei 
ratti del ceppo LEW è stata superiore a quanto registrato nel ceppo F344, in accordo con la 
maggiore e minore propensione dei due ceppi al consumo di sostanze d'abuso. Tra i ratti 
F344-THC e il proprio gruppo di controllo (F344-Veh) non è stata registrata nessuna 
differenza nell'intake giornaliero di eroina (figura 11B).   
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Figura 11. Andamento dell'intake quotidiano durante l'autosomministrazione (SA) di eroina (0.025 
mg/kg) in età adulta, dei ratti del ceppo LEW (THC e Veh, pannello A) e F344 (THC e Veh, pannello 
B) sottoposti a schedule operative a rapporto fisso. L'intake o consumo di eroina è stato espresso come 
mg/kg (asse delle ordinate di sinistra) o come numero di infusioni (asse delle ordinate di destra) registrato 
durante le sessioni (1-h) di SA di eroina (1°-29° sessione) dei ratti LEW-THC (n= 16) e F344-THC (n= 16) e 
dei rispettivi controlli (LEW-Veh, n= 16; F344-Veh, n= 16), durante le schedule operative FR-1, FR-3 e FR-
5. #: p<0.05 vs Veh; §: p <0.05 vs controparte F344. ANOVA seguita da Fischer LSD's post-hoc test. 
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Esperimento II 
 
Analisi del comportamento di Self-administration (SA) di eroina, in età adulta, 
utilizzando una schedula operativa a rapporto progressivo (PR3-4). 
 
Allo scopo di studiare le possibili modificazioni del valore motivazionale dell'eroina in età 
adulta, indotte dal trattamento adolescenziale con il Δ9-THC, i ratti dei quattro gruppi 
sperimentali sono stati sottoposti a una schedula di rinforzo a rapporto progressivo 
(Progressive Ratio, PR). Durante ogni sessione i ratti hanno dovuto incrementare 
esponenzialmente la loro attività comportamentale di nose poking, secondo una sequenza 
di risposte progressiva descritta dal protocollo PR3-4 (vedi Materiali e Metodi).  
Dalla 29° sessione, l'ultima condotta in FR-5 (dati analizzati nell'esperimento I), è stato 
studiato il comportamento di SA durante la PR3-4, per un totale di 14 sessioni consecutive 
della durata di 4-h (30°-42° sessione). 
Dalla figura 12 si osserva come l'attività comportamentale registrata nei ratti LEW-THC 
sia stata nettamente maggiore rispetto al veicolo (LEW-Veh) e al gruppo F344-THC.  
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Figura 12. Comportamento di autosomministrazione (SA) di eroina (0.025 mg/kg), in età adulta, dei 
ratti LEW (THC e Veh) sottoposti ad una schedula operativa a rapporto progressivo (PR3-4). Risposte 
cumulative (nose pokes o NP) registrate durante la SA di eroina (30°-43° sessione) dei ratti LEW-THC (n= 7) 
e dei rispettivi controlli (LEW-Veh, n=5). I risultati sono espressi come media ± ES dei NP cumulativi attivi 
(simboli pieni) ed inattivi (simboli vuoti). *: p<0.05 vs NP inattivi; #: p<0.05 vs Veh; §: p <0.05 vs 
controparte F344. ANOVA seguita da Tukey's post-hoc test. 
 
L’ANOVA a tre vie, applicata all'attività giornaliera di nose poking fatta registrare dai ratti 
LEW e F344 durante l'applicazione della PR3-4, ha mostrato un effetto significativo per i 
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fattori ceppo (LEW vs F344: F1,22=6.28, p<0.05), pretrattamento (THC vs Veh: F1,22=7.43, 
p<0.05) e sessioni (F13,572=9.18, p<0.000001). 
L'analisi post-hoc (Tukey's post-hoc test, p<0.05) ha evidenziato come, durante le sessioni 
di SA a PR3-4, l'attività comportamentale registrata nei due gruppi del ceppo LEW è stata 
statisticamente maggiore rispetto a quella registrata durante il protocollo a FR-5, ma 
l'aumento è stato maggiore nei ratti LEW-THC. Infatti, mentre i veicoli (LEW-Veh) hanno 
mantenuto l'attività comportamentale pressoché costante durante tutte le sessioni a 
schedula progressiva, i ratti LEW-THC hanno mostrato un aumento progressivo 
dell'attività di nose poking dalla 30° fino alla 43° sessione rispetto ai controlli (LEW-Veh), 
e maggiore rispetto ai due gruppi F344. E' importante osservare, quindi, come l'esposizione 
in età adolescenziale al Δ9-THC sia stata capace di influenzare il comportamento di SA di 
eroina anche durante l'impiego di una schedula operativa a rapporto progressivo. Al 
contrario, come si può osservare nella figura 13, il pretrattamento adolescenziale con il Δ9-
THC non ha determinato nessun alterazione comportamentale all'interno del ceppo F344, 
indicato in letteratura come meno vulnerabile agli effetti psicotropi dell'eroina e delle 
sostanze d'abuso. Infatti, sebbene entrambi i gruppi siano stati in grado di acquisire il 
protocollo a PR, tra i ratti F344-THC e il rispettivo veicolo non è stata osservata alcuna 
differenza dell'attività di nose poking.  
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Figura 13. Comportamento di autosomministrazione (SA) di eroina (0.025 mg/kg), in età adulta, dei 
ratti F344 (THC e Veh) sottoposti ad una schedula operativa a rapporto progressivo (PR3-4). Risposte 
cumulative (nose pokes o NP) registrate durante la SA di eroina (30°-43° sessione) dei ratti F344-THC (n= 8) 
e dei rispettivi controlli (F344-Veh, n= 6). I risultati sono espressi come media ± ES dei NP cumulativi attivi 
(simboli pieni) ed inattivi (simboli vuoti). *: p<0.05 vs NP inattivi; #: p<0.05 vs Veh. ANOVA seguita da 
Tukey's post-hoc test. 
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Nonostante alcuni Autori abbiano ritenuto il protocollo PR3-4 inadatto per studiare il 
comportamento di autosomministrazione di oppiacei dei ratti Lewis e Fischer F344 
(Grasing et al., 2003), a causa della sua eccessiva rigidità, nelle nostre condizioni 
sperimentali, al contrario, si è dimostrato un valido strumento per evidenziare le differenze 
tra i due ceppi e soprattutto gli effetti indotti dal pretrattamento con cannabinoidi in 
adolescenza, e ha permesso di valutare il valore motivazionale dell'eroina attraverso il 
paradigma sperimentale della SA, in accordo con Roberts and Richardson (1992). 
Contestualmente all'attività di nose poking, attraverso il protocollo PR3-4 è stato misurato il 
valore del breaking point per ciascuna sessione a PR. Il "punto di rottura" (breaking point, 
BP) rappresenta la soglia del valore motivazionale del farmaco, raggiunto il quale l'animale 
non è più disposto a lavorare per ricevere il rinforzo farmacologico. L'analisi della 
varianza, applicata ai valori di BP registrati giornalmente (dalla 30° alla 43° sessione), ha 
mostrato un effetto significativo per i fattori ceppo (LEW vs F344: F1,22=5.10, p<0.05), 
pretrattamento (THC vs Veh: F1,22=7.67, p<0.05) e sessioni (F13,286=5.28, p<0.000001).  
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Figura 14. Raffigurazione dei valori di Breaking Point (BP) fatti registrare dai ratti LEW (THC e Veh) 
sottoposti ad una schedula operativa a rapporto progressivo (PR3-4). Risposte cumulative (breaking point  
o BP) fatte registrare durante il protocollo progressivo PR3-4 (30°-43° sessione) dai ratti LEW-THC (n= 7) e 
dei rispettivi controlli (LEW-Veh, n= 5). I risultati sono espressi come media ± ES del valore di BP 
giornaliero (simboli pieni). #: p<0.05 vs Veh; §: p <0.05 vs controparte F344. ANOVA seguita da Fischer 
LSD's post-hoc test. 
 
 
Dall'analisi del grafico di ogni gruppo sperimentale (figura 14 e 15), parallelamente 
all'aumento dell'attività di nose poking col procedere delle sessioni, i ratti LEW-THC 
hanno progressivamente incrementato anche il valore del BP rispetto sia ai controlli (LEW-
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Veh) che alla controparte F344-THC. Nessuna differenza significativa è stata osservata tra 
i ratti F344 esposti al Δ9-THC durante l'adolescenza ed i loro controlli (Fischer LSD's test, 
p>0.05) (figura 15). Questi risultati forniscono l'ulteriore dimostrazione che la 
somministrazione di Δ9-THC in adolescenza è stata in grado di incrementare il valore 
motivazionale, dell'eroina, solo nel ceppo geneticamente predisposto.  
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Figura 15. Raffigurazione dei valori di Breaking Point (BP) fatti registrare dai ratti F344 (THC e Veh) 
sottoposti ad una schedula operativa a rapporto progressivo (PR3-4). Risposte cumulative (breaking point  
o BP) fatti registrare durante il protocollo progressivo PR3-4 (30°-43° sessione) dai ratti F344-THC (n= 8) e 
dai rispettivi controlli (F344-Veh, n= 6). I risultati sono espressi come media ± ES del valore di BP 
giornaliero (simboli pieni). #: p<0.05 vs Veh. ANOVA seguita da Fischer LSD's post-hoc test. 
 
Allo scopo di verificare se l'attività comportamentale fatta registrare dai quattro gruppi 
sperimentali nel corso dell'esperimento di SA sia stata guidata dalle proprietà gratificanti 
dell'eroina, e non da un semplice comportamento abitudinario, è stata programmata 
l'estinzione del comportamento operante di autosomministrazione. 
La fase di estinzione è stata condotta in assenza degli stimoli visivi (l'illuminazione dei NP 
e l'houselight) e del rinforzo farmacologico, in sessioni della durata di 4-h (44°-51° 
sessione) utilizzando il protocollo operativo PR3-4.  
In assenza degli stimoli condizionati e delle proprietà gratificanti dell'eroina, come 
mostrato dai grafici (figura 16A e 16B), si è osservata una rapida riduzione dell'attività 
comportamentale, a partire dalla 44° sessione, paragonata all'ultimo giorno di SA attiva e 
risposta-contingente.  
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L'analisi statistica, ANOVA a quattro vie, applicata ai dati comportamentali registrati in 
questa fase, rispetto all’ultima sessione di PR3-4, ha mostrato un effetto significativo per i 
fattori pretrattamento (THC vs Veh: F1,44=7.02, p<0.02), nose-pokes (attivi vs inattivi: 
F1,44=54.04, p<0.000001), sessioni (F8,352=31.62, p<0.000001) e nelle loro interazioni. 
Nessuna differenza comportamentale è stata riscontrata tra i quattro gruppi sperimentali 
(F1,44=3.25, p>0.07), anche se il gruppo sperimentale dei ratti LEW esposti in adolescenza 
al Δ9-THC hanno mostrato una maggiore, seppur non significativa, attività 
comportamentale. 
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Figura 16. Rappresentazione dell'attività comportamentale dei ratti LEW (THC e Veh, pannello A) e 
dei ratti F344 (THC e Veh, pannello B) sottoposti al protocollo di estinzione del comportamento 
operante (PR3-4). Risposte cumulative (nose pokes o NP) registrate durante la fase di estinzione del 
comportamento di SA di eroina (44°-51° sessione) dei ratti dei quattro gruppi sperimentali (LEW-THC, n= 7; 
LEW-Veh, n= 5; F344-THC, n= 8; F344-Veh, n= 6). I risultati sono espressi come media ± ES dei NP 
cumulativi attivi (simboli pieni) ed inattivi (simboli vuoti*: p<0.05 vs ultima sessione FR-5 (gruppi THC); §: 
p <0.05 vs ultima sessione FR-5 (gruppi Veh). ANOVA seguita da Tukey's post-hoc test. 
 
Durante la fase di estinzione, condotta con il protocollo PR3-4, anche i valori di BP fatti 
registrare dai quattro gruppi sperimentali (LEW-THC, LEW-Veh, F344-THC e F344-Veh) 
hanno subìto una rapida diminuzione, parallelamente alla riduzione dell'attività di nose 
poking. Infatti, l'analisi statistica non ha evidenziato alcuna differenza comportamentale 
significativa (p>0.05) (dati non mostrati).  
Dopo 24-h dall'ultima sessione di estinzione, i ratti LEW (THC e Veh) e F344 (THC e 
Veh) sono stati sottoposti al Reinstatement secondo due modalità sperimentali, articolate in 
due sessioni, utilizzando il protocollo operativo PR3-4. 
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Il primo Reinstatement è stato indotto attraverso la presentazione degli stimoli condizionati 
all'eroina (cues) e, 48-h dopo, la seconda sessione di Reinstatement è stata indotta 
attraverso il priming di eroina (0.5 mg/kg, s.c.). L'analisi dei dati comportamentali, 
rappresentati nella figura 17, dimostrano che sia la presentazione delle cues sia il priming 
di eroina sono state efficaci nell'indurre un'elevata attività di nose poking in tutti i gruppi 
sperimentali.  
La riproposizione dei soli stimoli visivi condizionati all'eroina ha indotto in entrambi i 
ceppi, e in particolare nei LEW-THC, l'attività comportamentale di nose poking. 
L'ANOVA applicata al numero di NP registrati in entrambe le sessioni di Reinstatement ha 
mostrato un effetto significativo per i fattori pretrattamento (THC vs Veh: F1,44=7.53, 
p<0.01), nose-pokes (F1,44=34.28, p<0.000001) e nella loro interazione pretrattamento x 
nose-pokes (F1,44=5.82, p<0.05). 
L'attività comportamentale fatta registrare dai LEW-THC è stata significativamente 
maggiore rispetto al gruppo di controllo (LEW Veh) e al corrispondente gruppo F344-
THC. L'effetto gratificante in seguito alla somministrazione del priming di eroina si è 
dimostrata maggiormente efficace nel potenziare l'attività comportamentale di tutti i gruppi 
sperimentali (figura 17A). L'ANOVA a tre vie, applicata ai dati comportamentali registrati 
in seguito al priming di eroina, ha mostrato differenze significative per i fattori ceppo 
(LEW vs F344: F1,44=7.60, p<0.001), pretrattamento (THC vs Veh: F1,44=8.54, p<0.001) e 
nose-pokes (F1,44=19.34, p<0.0001). La percezione dell'effetto gratificante dell'eroina ha 
determinato una maggiore attività comportamentale nei ratti LEW-THC, evidentemente 
più sensibili all'effetto del farmaco o presumibilmente maggiormente motivati alla sua 
ricerca, rispetto ai propri veicoli e ai gruppi del ceppo F344. La maggiore attività 
comportamentale dei ratti LEW-THC durante le sessioni di Reinstatement ha comportato 
anche la registrazione di valori di BP significativamente maggiori rispetto ai valori 
registrati negli altri gruppi sperimentali.  
Infatti, l'ANOVA a due vie applicata ai valori di BP ha rivelato un effetto significativo: i) 
per il fattore pretrattamento (THC vs Veh: F1,22=7.41, p<0.05)  durante la riproposizione 
delle cues; ii) per i fattori ceppo (LEW vs F344: F1,22=5.28, p<0.05) e pretrattamento 
(THC vs Veh: F1,22=6.30, p<0.05) in seguito al priming di eroina. L'analisi post hoc 
(Fischer LSD's post hoc-test) ha confermato l'aumento significativo dei valori di BP solo 
nei gruppi sperimentali del ceppo LEW ma non nel ceppo F344. L'esposizione al Δ9-THC 
in adolescenza si è dimostrato un fattore determinante nella stimolazione di un 
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comportamento di seeking, suggerendo la maggiore vulnerabilità dei ratti del ceppo LEW 
agli effetti delle sostanze psicotrope. 
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Figura 17. Rappresentazione dell'attività di nose poking (pannello A), del consumo di eroina (pannello 
B) e dei valori di breaking point (BP, pannello C) registrati durante le sessioni di Reinstatement. I nose 
pokes cumulativi, il numero di infusioni e i valori di BP sono stati espressi come media ± ES dei valori 
registrati durante il Reinstatement indotto dalla riproposizione degli stimoli visivi (cues) e, due giorni dopo, 
da un priming di eroina (0.5 mg/kg, s.c.) nei ratti dei quattro gruppi sperimentali (LEW-THC, n=7; LEW-
Veh, n=5; F344-THC, n=8; F344-Veh, n=6). *: p<0.05 vs NP inattivi; #: p<0.05 vs Veh; §: p<0.05 vs 
controparte F344. ANOVA seguita da Tukey's o LSD post-hoc test. 
 
 
Analisi del consumo di eroina  
L'ANOVA a tre vie applicata al consumo giornaliero di eroina registrato durante il 
protocollo progressivo (PR3-4) e nell'ultima sessione di FR-5, ha mostrato significatività 
per i fattori ceppo (LEW vs F344: F1,22=4.80, p<0.05), pretrattamento (THC vs Veh: 
F1,22=6.46, p<0.05), sessioni (F14,308=9.38, p<0.000001).  Come si può osservare nella 
figura 18, l'incremento esponenziale del consumo di eroina dei ratti LEW-THC è stato 
maggiore rispetto al proprio gruppo di controllo (LEW-Veh) e alla controparte F344-THC. 
In questa fase appare evidente l'effetto del pretrattamento adolescenziale come fattore 
determinante nell'incremento del valore motivazionale della ricompensa in un ceppo, i ratti 
LEW, geneticamente predisposto al consumo di eroina. Nessuna differenza nel consumo di 
eroina è stata osservata tra i ratti F344 esposti in adolescenza al Δ9-THC e il gruppo di 
controllo F344-Veh (figura 18B). 
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Figura 18. Andamento dell'intake quotidiano durante l'autosomministrazione (SA) di eroina (0.025 
mg/kg) in età adulta, dei ratti del ceppo LEW (THC e Veh, pannello A) e F344 (THC e Veh, pannello 
B) sottoposti ad una schedula operativa a rapporto progressivo (PR3-4).L'intake o consumo di eroina è 
stato espresso come mg/kg (asse delle ordinate di sinistra) o come numero di infusioni (asse delle ordinate di 
destra) registrato durante le sessioni (4-h) di SA di eroina (30°-43° sessione) dei ratti LEW-THC (n= 7) e 
F344-THC (n= 8) e dei rispettivi controlli (LEW-Veh, n= 5; F344-Veh, n= 6), durante la schedula operative 
PR3-4. #: p<0.05 vs Veh; §: p <0.05 vs controparte F344. ANOVA seguita da Fischer LSD's post-hoc test. 
 
È interessante osservare, dal grafico rappresentato in figura 18A, che i ratti del ceppo LEW 
trattati in adolescenza con il Δ9-THC hanno registrato un incremento progressivo del  
consumo medio di eroina, durante tutte le fasi della SA, statisticamente significativo nei 
confronti dei veicoli LEW-Veh e della controparte F344-THC.  
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Figura 19. Rappresentazione del consumo medio di eroina(0.025 mg/kg) dei ratti del ceppo LEW (THC 
e Veh) e F344(THC e Veh) sottoposti alle schedule operative a rapporto fisso (FR-1, FR-3, FR-5) e 
progressivo (PR3-4).L'intake o consumo di eroina è stato espresso come consumo medio (mg/kg), registrato 
durante ciascun protocollo operativo di SA, dei ratti LEW-THC e F344-THC e dei rispettivi controlli (LEW-
Veh, F344-Veh). #: p<0.05 vs Veh; §: p <0.05 vs controparte F344. ANOVA seguita da Fischer LSD's post-
hoc test. 
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L’ANOVA, applicata all'intake medio di eroina, registrato durante i protocolli di SA 
nell'Esperimento II (FR-1, FR-3, FR-5 e PR3-4), ha mostrato un effetto significativo: i) per i 
fattori ceppo (LEW vs F344: F1,22=12.85, p<0.005), pretrattamento (Δ
9
-THC vs Veh 
F1,22=8.70, p<0.01), protocollo (F3,66=37.30, p<0.000001); ii) nelle loro interazioni 
schedula operativa x ceppo (F3,66=4.81, p<0.005) e ceppo x pretrattamento (F1,22=6.98, 
p<0.05). Tuttavia, anche i ratti LEW-Veh hanno mostrato un incremento significativo del 
loro consumo di eroina, rispetto al gruppo F344-Veh, ma solo quando sono stati sottoposti 
ad un protocollo di SA impegnativo (FR-5 e PR3-4), Questo dato conferma ulteriormente le 
evidenze scientifiche inerenti la differente vulnerabilità di base esistente tra i due ceppi.  
Lo studio del consumo dell'eroina ha evidenziato ulteriormente il ruolo principale del 
pretrattamento adolescenziale con il Δ9-THC come fattore predisponente al comportamento 
di abuso, in un ceppo geneticamente predisposto, incrementando il valore motivazionale 
dell'eroina (figura 19). 
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Esperimento III 
 
Analisi del comportamento di Self-administration (SA) di eroina, in età adulta, 
utilizzando un protocollo di esposizione prolungata (long access). 
 
I ratti del ceppo LEW (THC e Veh) e del ceppo F344 (THC e Veh) sono stati sottoposti, 
attraverso il paradigma sperimentale della Self-Administration (SA), ad un protocollo in 
grado di mimare il comportamento di abuso di oppiacei.   
In seguito al trattamento in adolescenza, con ∆9-THC o equivalente volume di veicolo 
(descritto nella sezione Materiali e Metodi), i ratti dei quattro gruppi sperimentali sono 
stati allenati ad acquisire un comportamento operante di SA di eroina (0,025 mg/kg, 48 µL, 
per bolo d'infusione), in età adulta, secondo un protocollo operativo FR-1, in sessioni della 
durata di1-h.  
In seguito alla fase di acquisizione, il protocollo ha previsto l'incremento della durata delle 
sessioni di SA, passando da 1-h (short access) a 4-h (long access) giornaliere (16°-22° 
sessione), mantenendo inalterata la dose di farmaco (0.025 mg/kg, bolo). 
Nella fase successiva, è stata data la possibilità agli animali di autosomministrarsi l'eroina 
a una dose maggiore, rispettivamente 0.050 mg/kg (23°-29° sessione) e 0.100 mg/kg (30°-
36° sessione) mantenendo il protocollo di accesso prolungato al farmaco.  
In questo modo è stato possibile studiare in che modo l'effetto del pretrattamento 
adolescenziale con ∆9-THC abbia influenzato il  comportamento di SA, durante la fase di 
accesso prolungato (long access) quando l'animale ha la possibilità di assumere dosi 
crescenti di eroina. 
L’ANOVA a quattro vie, applicata all'attività comportamentale di nose poking registrata 
nelle diverse fasi dell'esperimento di SA di eroina, ha mostrato un effetto significativo per i 
fattori ceppo (LEW vs F344: F1,36=4.11, p<0.05), nose-pokes (attivi vs inattivi: 
F1,36=152.38, p<0.000001) e sessioni (F35,1260=25.84, p<0.000001). L'analisi post-hoc 
(Tukey's post-hoc test, p<0.05) ha evidenziato le differenze significative dell'attività 
comportamentale dei ratti LEW-THC rispetto al gruppo di controllo (LEW-Veh) e alla 
controparte F344-THC. 
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Figura 20. Comportamento di autosomministrazione (SA) di eroina in età adulta, dei ratti del ceppo 
LEW (THC e Veh) sottoposti ad un protocollo sperimentale di esposizione prolungata. Risposte 
cumulative (nose pokes o NP) registrate durante la SA di eroina dai ratti LEW-THC (n= 6) e dai rispettivi 
controlli (LEW-Veh, n= 5) durante la fase di acquisizione (FR-1:1°-15°sessione), con accesso ridotto (1-h) e 
le successive fasi ad accesso prolungato (4-h) con dosi crescenti di eroina: 0.025 mg/kg (16°-22° sessione), 
0.05 mg/kg (23°-29°) e 0.1 mg/kg (30°-36°).I risultati sono espressi come media ± ES dei NP cumulativi 
attivi (simboli pieni) ed inattivi (simboli vuoti). *: p<0.05 vs NP inattivi; #: p<0.05 vs Veh; §: p <0.05 vs 
controparte F344. ANOVA seguita da Tukey's post-hoc test. 
 
 
Come rappresentato nella figura 20, i ratti del ceppo LEW-THC, pretrattati in adolescenza, 
mostrano una maggiore e una più rapida acquisizione del comportamento operante di SA 
in particolare durante le sessioni di LA rispetto al gruppo dei LEW Veh.  
L'aumento della dose di eroina, nel corso delle sessioni sperimentali, non ha indotto alcuna 
riduzione significativa dell'attività comportamentale di nose poking nel gruppo LEW-THC, 
ed è stata sempre maggiore rispetto al gruppo di controllo, in particolare alla dose di eroina 
più concentrata (0.100 mg/kg, 30°-36° sessione). Viceversa, il gruppo LEW-Veh ha 
adattato l'attività comportamentale in maniera dose-dipendente, riducendo l'attività di nose 
poking all'aumentare della dose di eroina (23°-36°sessione). Gli effetti indotti dal 
pretrattamento adolescenziale sul comportamento di SA in età adulta, si osservano solo nel 
ceppo LEW ma non nel ceppo F344, attraverso una maggiore attività di nose poking 
registrata durante la fase di LA a ciascuna dose di eroina (0.025, 0.500 e 0.100 mg/kg). 
Viceversa, tra i gruppi sperimentali del ceppo F344 non è stata riscontrata nessuna 
differenza comportamentale in nessuna fase dell'esperimento (figura 21). 
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Sia il gruppo F344-THC sia il gruppo F344-Veh hanno acquisito il comportamento 
operante di SA di eroina al quale sono stati sottoposti, come indicato dalle differenze 
significative tra NP attivi e inattivi. Tuttavia, il passaggio alle dosi di eroina maggiormente 
concentrate, 0.05 mg/kg (23°-29° sessione) e 0.100 mg/kg (30°-36° sessione), ha 
determinato una netta riduzione dose-dipendente dell'attività comportamentale. 
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Figura 21.Comportamento di autosomministrazione (SA) di eroina in età adulta, dei ratti del ceppo 
F344 (THC e Veh) sottoposti ad un protocollo sperimentale di esposizione prolungata. Risposte 
cumulative (nose pokes o NP) registrate durante la SA di eroina dai ratti F344-THC (n= 6) e dai rispettivi 
controlli (F344-Veh, n= 5) durante la fase di acquisizione (FR-1:1°-15°sessione), con accesso ridotto (1-h) e 
le successive fasi ad accesso prolungato (4-h) con dosi crescenti di eroina: 0.025 mg/kg (16°-22° sessione), 
0.05 mg/kg (23°-29°) e 0.1 mg/kg (30°-36°).I risultati sono espressi come media ± ES dei NP cumulativi 
attivi (simboli pieni) ed inattivi (simboli vuoti). *: p<0.05 vs NP inattivi; #: p<0.05 vs Veh. ANOVA seguita 
da Tukey's post-hoc test. 
 
 
In accordo con quanto osservato nell'Exp. I e II, la somministrazione adolescenziale di Δ9-
THC non è stata in grado di determinare differenze comportamentali nel ceppo F344, un 
genotipo poco sensibile agli effetti delle sostanze d'abuso.  
Lo studio dose-risposta dell'attività di nose poking registrata nei quattro gruppi 
sperimentali alle diverse dosi di eroina (0.025, 0.500, 0.100 mg/kg, figura 22), oltre a 
sottolineare le differenze esistenti tra i ceppi LEW e F344, enfatizza gli effetti ceppo-
correlati del trattamento adolescenziale con Δ9-THC sul comportamento di SA di eroina in 
età adulta. L'analisi statistica ha rivelato un effetto significativo dell'attività 
comportamentale dei LEW-THC nei confronti del gruppo di controllo e della controparte 
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F344-THC durante le diverse fasi sperimentali (F3,54=53.62, p<0.000001), confermata dal 
Duncan's post hoc test. 
Sebbene durante la fase di acquisizione non sia stata riscontrata alcuna differenza 
significativa, il passaggio all'accesso prolungato  all'eroina (da 1-h a 4-h), ha determinato 
nel gruppo LEW-THC un incremento dell'attività comportamentale che, a parità di dose 
(0.025 mg/kg), è correlabile non solo al protocollo di LA, ma all'effetto del pretrattamento 
(p<0.05). Il gruppo sperimentale LEW-THC ha adattato l'attività comportamentale 
all'aumentare della dose di eroina, a differenza degli altri gruppi in cui si osserva una 
riduzione dose-dipendente dell'attività di nose poking, particolarmente evidente nei ratti del 
ceppo F344 (figura 22).  
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Figura 22. Studio dose-risposta del comportamento di autosomministrazione (SA) di eroina in età 
adulta, dei ratti del ceppo LEW (THC e Veh, pannello A) e F344 (THC e Veh, pannello B) sottoposti 
ad un protocollo sperimentale di esposizione prolungata. I risultati sono epressi come media/n-h ± ES 
delle risposte cumulative (nose pokes o NP) attive registrate durante la SA di eroina dai ratti LEW (THC, 
n=6; Veh= 5) e F344 (THC, n=6; Veh= 5) nella fase di acquisizione (FR-1:1°-15°sessione), con accesso 
ridotto (1-h) e le successive fasi ad accesso prolungato (4-h) con dosi crescenti di eroina: 0.025 mg/kg (16°-
22° sessione), 0.05 mg/kg (23°-29°) e 0.1 mg/kg (30°-36°).  #: p<0.05 vs Veh; § : p<0.05 vs controparte 
F344. ANOVA seguita da Duncan's post-hoc test. 
 
 
In seguito all'ultima sessione di SA di eroina (37° sessione), i ratti sono stati sottoposti alla 
fase di estinzione del comportamento operante, in assenza degli stimoli visivi (cues) 
condizionati all'eroina (l'illuminazione dei NP e l'houselight) e del rinforzo farmacologico. 
L'ANOVA, applicata all'attività comportamentale registrata durante la fase di estinzione 
paragonata all'ultima sessione di SA, ha mostrato un effetto significativo per i fattori nose-
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pokes (attivi vs inattivi: F1,36=29.12, p<0.000005) sessioni (F7,252=13.21, p<0.000001) e 
nella loro interazione sessioni x nose-pokes (F7,252=3.85, p<0.001). In questa fase, è stata 
osservata la riduzione dell'attività comportamentale in tutti i gruppi sperimentali, a 
dimostrazione che il comportamento di SA registrato nel corso dell'esperimento è stato 
risposta-contingente alle proprietà gratificanti dell'eroina e non un comportamento 
abitudinario degli animali (figura 23).  
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Figura 23. Rappresentazione dell'attività comportamentale dei ratti LEW (THC e Veh, pannello A) e 
dei ratti F344 (THC e Veh, pannello B) sottoposti al protocollo di estinzione del comportamento 
operante (FR-1). Risposte cumulative (nose pokes o NP) registrate durante la fase di estinzione del 
comportamento di SA di eroina (37°-43°sessione) dei ratti dei quattro gruppi sperimentali (LEW-THC, n= 6; 
LEW-Veh, n= 5; F344-THC, n= 6; F344-Veh, n= 5). I risultati sono espressi come media ± ES dei NP 
cumulativi attivi (simboli pieni) ed inattivi (simboli vuoti). *: p<0.05 vs NP inattivi; #: p<0.05 vs Veh; §: p 
<0.05 vs controparte F344. ANOVA seguita da Tukey's post-hoc test. 
 
 
Due giorni dopo l'ultima sessione di estinzione, è stata programmata una sessione di 
Reinstatement indotto attraverso l'iniezione di un priming di eroina (0.5 mg/kg, s.c.) e 
condotto nelle stesse gabbie della SA alla presenza degli stimoli condizionati alla 
disponibilità dell'eroina in gabbia (cues). 
Il priming di eroina ha indotto l'attività di nose poking in tutti i gruppi sperimentali ma in 
particolare nel gruppo LEW-THC (figura 23A). L'ANOVA, applicato all'attività di nose 
poking registrata durante la sessione di Reinstatement, ha mostrato un effetto significativo 
per i fattori nose-pokes (attivi vs inattivi: F1,36=25.05, p<0.00005) e nelle interazioni ceppo 
x pretrattamento (F1,36=6.53, p<0.05) e ceppo x pretrattamento x nose-pokes (F1,36=5.90, 
p<0.05). L'analisi post-hoc (Tukey's post hoc test) sottolinea la maggiore attività 
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comportamentale di ricerca dell'eroina fatta registrare dai LEW-THC rispetto al proprio 
gruppo di controllo (LEW-Veh) e alla controparte F344-THC.  
L'effetto del pretrattamento adolescenziale, in un individuo vulnerabile, determina una 
maggiore possibilità di ricaduta e l'aumento della sensibilità agli effetti gratificanti 
dell'eroina.  
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Figura 24. Andamento dell'intake quotidiano durante l'autosomministrazione (SA) di eroina, dei ratti 
del ceppo LEW (THC e Veh) sottoposti ad un protocollo sperimentale di abuso agli oppiacei. L'intake o 
consumo di eroina è stato espresso come mg/kg (asse delle ordinate di sinistra) registrato durante la SA di 
eroina dai ratti LEW (THC, n= 6; Veh, n= 5) nella fase di acquisizione (FR-1:1°-15°sessione), con accesso 
ridotto (1-h) e le successive fasi ad accesso prolungato (4-h) con dosi crescenti di eroina: 0.025 mg/kg (16°-
22° sessione), 0.05 mg/kg (23°-29°) e 0.1 mg/kg (30°-36°).  #: p<0.05 vs Veh; § : p<0.05 vs controparte 
F344. ANOVA seguita da Tukey's post-hoc test. 
 
L'ANOVA a tre vie, applicata al consumo giornaliero di eroina durante tutte le fasi 
sperimentali (short e long access), ha mostrato un effetto significativo per i fattori ceppo 
(LEW vs F344: F1,18=5.53, p<0.05), pretrattamento (THC vs Veh: F1,18=4.88, p<0.05), 
sessioni (F35,630=93.98, p<0.000001) ed in gran parte delle loro interazioni tra le quali 
ceppo x pretrattamento (F1,18=5.95, p<0.05).  
L'analisi post-hoc (Tukey's post-hoc test, p<0.05) rivela che nel gruppo LEW-THC il 
consumo di eroina è stato incrementato in maniera dose-dipendente (drug escalation) e 
l'aumento è stato statisticamente significativo rispetto al gruppo LEW-Veh e al gruppo del 
ceppo F344 (THC).  
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Sebbene durante la fase di acquisizione non siano state riscontrate differenze nel consumo 
di eroina tra i due gruppi del ceppo LEW, nelle schedule operative ad accesso prolungato 
(LA, 4-h) si osserva un aumento progressivo dell'intake dei ratti trattati in adolescenza con 
il Δ9-THC, rispetto ai veicoli, statisticamente significativo tra la 30°-36° sessione (dose: 
0.100 mg/kg). 
Il risultato è di notevole rilevanza poiché dimostra che la somministrazione di cannabinoidi 
in adolescenza determina lo sviluppo di un fenotipo sensibile agli effetti delle sostanze 
d'abuso, solo se geneticamente predisposto. Inoltre, i dati ottenuti confermano la validità 
del protocollo di long access come modello comportamentale in grado di riprodurre 
nell'animale da esperimento il comportamento di uso compulsivo e incontrollato tipico 
della condizione di abuso dell'uomo.  
Durante la fase di estinzione, si osserva la rapida diminuzione del numero d'infusioni di 
soluzione salina sterile in assenza delle proprietà di rinforzo dell'eroina o della percezione 
di stimolo gratificante, in entrambi i gruppi sperimentali dei ceppi LEW e F344.  
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Figura 25. Andamento dell'intake quotidiano durante l'autosomministrazione (SA) di eroina, dei ratti 
del ceppo F344 (THC e Veh) sottoposti ad un protocollo sperimentale di abuso agli oppiacei. L'intake o 
consumo di eroina è stato espresso come mg/kg (asse delle ordinate di sinistra) registrato durante la SA di 
eroina dai ratti F344 (THC, n= 6; Veh, n= 5) nella fase di acquisizione (FR-1:1°-15°sessione), con accesso 
ridotto (1-h) e le successive fasi ad accesso prolungato (4-h) con dosi crescenti di eroina: 0.025 mg/kg (16°-
22° sessione), 0.05 mg/kg (23°-29°) e 0.1 mg/kg (30°-36°).  #: p<0.05 vs Veh. ANOVA seguita da Tukey's 
post-hoc test. 
 
Viceversa, il Δ9-THC, somministrato in adolescenza, non è stato in grado di indurre 
differenze comportamentali significative tra i due gruppi sperimentali del ceppo F344 
(THC e Veh), notoriamente meno predisposto all'autosomministrazione di sostanze 
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d'abuso. L'intake giornaliero di eroina fatto registrare dal gruppo F344-THC è risultato 
sovrapponibile a quello del gruppo di controllo (F344-Veh) sia durante la fase di 
acquisizione in FR-1 (1-h) sia nelle successive fasi ad accesso prolungato (4-h) a ciascuna 
delle  dosi di eroina somministrate. Anche nei gruppi sperimentali del ceppo F344, durante 
la fase di estinzione, è stata osservata una rapida diminuzione del numero d'infusioni, in 
assenza del rinforzo farmacologico.    
Lo studio dose-risposta del consumo di eroina (figura 26), registrate nei quattro gruppi 
sperimentali alle diverse dosi previste dal protocollo di SA, mostra come i ratti del ceppo 
LEW, trattati in adolescenza (Δ9-THC), hanno aumentato progressivamente, in maniera 
dose-dipendente, l'intake di eroina durante le diverse sessioni sperimentali, a differenza di 
quanto è avvenuto nei LEW-Veh e nei gruppi sperimentali del ceppo F344. 
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Figura 26. Studio dose-risposta dell'intake di eroina dei ratti del ceppo LEW (THC e Veh, pannello A) 
e F344 (THC e Veh, pannello B) sottoposti ad un protocollo sperimentale di abuso di oppiacei. L'intake 
o consumo di eroina è stato espresso come consumo  medio/n-h ± ES registrato durante la SA di eroina dai 
ratti LEW (THC, n= 6; Veh, n= 5) e F344 (THC, n= 6; Veh, n= 5) nella fase di acquisizione (FR-1:1°-
15°sessione, 0.025 mg/kg), con accesso ridotto (1-h) e le successive fasi ad accesso prolungato (4-h) con dosi 
crescenti di eroina: 0.025 mg/kg (16°-22° sessione), 0.05 mg/kg (23°-29°) e 0.1 mg/kg (30°-36°).  #: p<0.05 
vs Veh; § : p<0.05 vs controparte F344. ANOVA seguita da Tukey's post-hoc test. 
 
 
L'ANOVA a tre vie, applicata al valore medio del consumo di eroina in ciascuna fase 
sperimentale, ha mostrato un effetto significativo per i fattori ceppo (LEW vs F344: 
F1,18=5.60, p<0.05), pretrattamento (THC vs Veh: F1,18=5.34, p<0.05), schedula 
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(F3,54=248.89, p<0.000001) ed in gran parte delle loro interazioni tra le quali ceppo x 
pretrattamento (F1,18=5.46, p<0.05).  
Il passaggio da short (1-h) a long access (4-h) ha determinato un incremento significativo 
del consumo di eroina nei ratti del gruppo LEW-THC, rispetto agli altri gruppi 
sperimentali, maggiormente evidente alla dose più alta, 0.100 mg/kg (Tukey's post-hoc 
test, p<0.05). Nei gruppi sperimentali del ceppo F344, non è stato osservato alcun un 
aumento significativo dose-dipendente dell'eroina e, anche in questo caso, il pretrattamento 
non ha determinato differenze comportamentali (figura 26B).  
Al termine di questo studio, è stato confermato il ruolo ricoperto dalla pre-esposizione 
adolescenziale al Δ9-THC nella capacità di indurre modificazioni comportamentali (uso 
compulsivo e incontrollato) solo in un fenotipo predisposto, caratterizzato da una maggiore 
vulnerabilità alle sostanze d'abuso, rendendolo maggiormente suscettibile agli effetti 
gratificanti dell'eroina.  
 
68 
 
 
 
 
 
 
       
 
 
DISCUSSIONE 
 
69 
 
I risultati del mio studio dimostrato chiaramente che l'esposizione adolescenziale al Δ9-
THC determina, in un individuo geneticamente predisposto, l'incremento della 
vulnerabilità agli effetti gratificanti e alle proprietà di rinforzo dell'eroina, in età adulta, 
predisponendo ad una eventuale progressione verso l'abuso e la dipendenza da oppiacei. 
In letteratura, è stato ipotizzato un legame causale tra l'uso adolescenziale di Cannabis e 
l'incidenza della dipendenza da eroina in età adulta nell'uomo (Kandel, 1975; Fergusson et 
al., 2002, 2006): infatti, oltre l'80% dei soggetti eroinomani adulti ha dichiarato l'uso 
pregresso di altre sostanze d'abuso, in prevalenza di marijuana o hashish (Kandel et al., 
1986).  
Diversi studi longitudinali evidenziano la correlazione tra l'uso di Cannabis ed il 
successivo sviluppo di fenomeni di abuso e di dipendenza da eroina in età adulta, con una 
maggiore incidenza se i cannabinoidi sono stati assunti durante l'adolescenza, e in 
particolare se l'età d'inizio al consumo è al di sotto dei 16 anni (Fergussson and Horwood, 
2000; Lynskey et al., 2003).  
Tuttavia, la teoria che definisce la Cannabis come una sostanza "ponte" nello sviluppo di 
una dipendenza in età adulta, non prende in considerazione la predisposizione individuale 
come fattore in grado di contribuire all'evoluzione dei disordini comportamentali alla base 
dell'abuso e della dipendenza. Sebbene il background sociale ed economico svolga un 
ruolo fondamentale, la vulnerabilità individuale agli effetti gratificanti delle sostanze 
d'abuso potrebbe contribuire con un ruolo di primaria importanza (Kendler et al., 2000; 
Tsuang et al., 2001; Crabbe et al., 2002; Uhl et al., 2002).  
In un contesto storico, nel quale la società di oggi sembra indirizzata a legalizzare l'uso e la 
detenzione dei prodotti derivati dalla Cannabis, risulta necessario studiare quali possono 
essere i rischi e il ruolo della vulnerabilità individuale agli effetti o alle conseguenze a 
lungo termine indotte dal consumo del Δ9-THC, in una popolazione caratterizzata da 
individui più o meno predisposti all'abuso di sostanze psicoattive. 
L'uso del modello genetico animale di maggiore e minore predisposizione al consumo di 
sostanze psicotrope generalmente abusate dall'uomo, rappresentato rispettivamente dai ratti 
del ceppo Lewis (LEW) e del ceppo Fischer F344 (F344), ha consentito, in questo studio, 
la possibilità di analizzare come l'uso di Cannabis in adolescenza possa influenzare il 
consumo e l'abuso di eroina in età adulta, attraverso il paradigma sperimentale della Self-
Administration (SA).  
70 
 
Il trattamento con il Δ9-THC, avvenuto durante la fase adolescenziale (42°-45° PND), ha 
indotto l'incremento del comportamento di autosomministrazione di eroina nei ratti LEW e 
F344, in età adulta, in maniera ceppo-correlata.   
Infatti, i risultati ottenuti dimostrano che i ratti del ceppo LEW, trattati in adolescenza con 
il Δ9-THC, hanno acquisito più rapidamente un comportamento operante di SA di eroina 
rispetto al gruppo di controllo (LEW-Veh) e al ceppo F344. Tale comportamento è stato 
osservato in tutte le fasi dello studio: l'attività di nose poking e il consumo giornaliero di 
eroina sono stati sempre maggiori nei LEW-THC, sia durante l'utilizzo di protocolli di SA 
a rapporto fisso (Exp. I), utili per la valutazione delle proprietà di rinforzo dell’eroina, 
durante un comportamento di assunzione controllata, ma soprattutto nei protocolli 
sperimentali a rapporto progressivo (Exp. II), maggiormente efficaci per la valutazione 
della valenza motivazionale dell’eroina, e nei protocolli a long access con dosi crescenti di 
eroina (Exp. III), che hanno permesso di valutare la tendenza all’abuso e l’escalation del 
consumo di farmaco.  
Al contrario, nel ceppo F344, l’esposizione precoce al Δ9-THC non è stata in grado di 
indurre alcuna differenza comportamentale rispetto al gruppo di controllo. 
L'incremento delle proprietà di rinforzo dell'eroina in età adulta dei ratti LEW-THC è stato 
evidente in occasione dell’incremento della schedula operativa a FR, con il passaggio da 
FR-1 a FR-3 e, in seguito, a FR-5, durante il quale il pretrattamento con Δ9-THC potrebbe 
aver indotto delle modificazioni neuroadattative alla base delle differenze comportamentali 
tra i due gruppi (LEW-THC vs LEW-Veh). Tali modificazioni hanno consentito ai LEW-
THC un rapido adattamento alle nuove condizioni sperimentali, inteso come maggiore 
capacità di risposta al fine di mantenere costante il consumo di eroina a differenza dei ratti 
LEW-Veh, nei quali l’adattamento alle nuove schedule operative ha richiesto più sessioni 
comportamentali di SA. 
Queste differenze sono state evidenziate ed enfatizzate dal protocollo a rapporto 
progressivo (PR3-4) (Roberts e Richardson, 1992). Infatti, nella seconda parte di questo 
studio, il trattamento in adolescenza ha indotto un incremento del valore motivazionale 
dell'eroina, nel ratto adulto, come osservato dalla crescita esponenziale del comportamento 
di SA di eroina, registrato nel corso della PR3-4, nei ratti LEW-THC e, in particolare, dal 
raggiungimento di elevati valori di breaking point, statisticamente maggiori rispetto a 
quelli raggiunti dal gruppo di controllo e dai gruppi del ceppo F344. Viceversa, la 
somministrazione adolescenziale di cannabinoidi nel ceppo F344 non ha determinato 
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alcuna variazione comportamentale, dimostrando l'importanza della vulnerabilità 
individuale alle proprietà gratificanti dell'eroina e come fattore predisponente all'uso di 
sostanze d'abuso.  
Le schedule operative a FR sono facilmente acquisite dagli animali da esperimento e 
rappresentano un utile strumento per determinare qualitativamente il potenziale d'abuso di 
un farmaco, simulandone un comportamento di uso controllato, ma non consentono di 
quantificare le effettive proprietà di rinforzo delle sostanze d'abuso. Le proprietà di 
rinforzo sono definite tali in virtù della capacità di incrementare la probabilità di indurre 
una determinata risposta (Arnold and Roberts, 1997). I protocolli a PR misurano il valore 
motivazionale, oltre alle proprietà rinforzo delle sostanze d'abuso, poiché, a causa 
dell'aumento esponenziale del requisito da soddisfare attraverso una risposta stimolo-
contingente, inducono nell'animale da esperimento un comportamento motivato guidato 
dalla sola valenza dello stimolo (Richardson and Roberts, 1996). Da qui, si definisce il 
"punto di rottura" (breaking point) come la risposta massimale indice del valore 
motivazionale che il farmaco rappresenta per l'animale (Hodos, 1961). 
In accordo con Roberts and Richardson (1992), il protocollo operativo PR3-4, si è 
dimostrato un valido modello per valutare l'efficacia del rinforzo e lo studio delle proprietà 
motivazionali degli oppiacei (Stafford et al., 1998), nonostante la letteratura sia stato 
ritenuto inadatto per studiare il comportamento di autosomministrazione di oppiacei da 
parte dei ratti Lewis e Fischer F344 a causa della sua eccessiva rigidità (Arnold and 
Roberts, 1997; Grasing et al., 2003).  
La terza parte di questo studio, attraverso l'utilizzo di un protocollo di esposizione 
prolungata al farmaco, fornisce un'ulteriore evidenza circa il ruolo del consumo di 
Cannabis in età adolescenziale sugli effetti a carico dei circuiti di gratificazione 
nell’adulto, sottolineando l'importanza della predisposizione individuale, nella formazione 
di un fenotipo particolarmente vulnerabile al potenziale d'abuso dell'eroina. Infatti, sebbene 
in tutti i gruppi sperimentali sia stato acquisito il comportamento operante di SA di eroina 
(FR-1, 1-h, dose 0,025 mg/kg), il passaggio da sessioni brevi (1-h, short access) a quelle 
prolungate (4-h, long access) ha determinato un incremento dell'attività nose poking 
risposta-contingente nel gruppo LEW-THC, significativamente maggiore rispetto ai 
controlli (LEW-Veh) e al ceppo F344, a tutte le dosi utilizzate (0.025, 0.500 e 0.100 
mg/kg, 48µL/bolo d'infusione). Il dato più importante è rappresentato dall'escalation dei 
consumi di eroina osservato solo nei ratti del ceppo LEW-THC alla dose più alta (0.100 
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mg/kg). È stato osservato che solo i ratti del ceppo LEW, durante un protocollo di 
esposizione prolungata, incrementano il consumo di eroina preferendo la SA di dosi di 
eroina maggiormente concentrate (Picetti et al., 2012). Viceversa i ratti F344 preferiscono 
dosi meno concentrate di eroina e mostrano una riduzione dell'attività comportamentale 
dose-dipendente. In accordo con questo studio, i LEW si dimostrano il ceppo 
maggiormente suscettibile all'escalation del consumo di oppiacei, probabilmente a causa 
delle differenze dei sistemi neurotrasmettitoriali implicati nella percezione della 
gratificazione degli oppiacei, intrinseche ai LEW e F344 (Picetti et al., 2010, 2012). 
Nonostante questo, la somministrazione di Δ9-THC contribuisce a rendere maggiormente 
vulnerabile un genotipo predisposto all'abuso di eroina, come dimostrato dall'analisi dose-
risposta dell'attività di nose poking e del consumo di eroina. 
La fase di estinzione, che ha caratterizzato l'ultima fase del protocollo di SA nei tre 
esperimenti di questo studio, è stata eseguita sostituendo la soluzione di eroina con 
soluzione salina sterile (Exp. I e III), o in assenza di infusione di farmaci e segnali visivi 
al farmaco condizionata sotto programma (Exp. II). L'estinzione ha determinato la 
riduzione dell'attività di nose poking in tutti i gruppi sperimentali, confermando che 
l'attività comportamentale osservata è stata indotta e motivata della gratificazione relativa 
all'iniezione di eroina e non da un comportamento abituale dell'animale. 
Le sessioni di Reinstatement (da cues e da priming) hanno confermato che l'esposizione 
adolescenziale al Δ9-THC ha contribuito a rendere maggiormente vulnerabile, sia alle 
proprietà gratificanti dell'eroina sia agli stimoli predittivi della sostanza stessa, i ratti del 
ceppo LEW. Infatti, la riproposizione degli stimoli visivi condizionati all'eroina ha indotto 
una maggiore attività comportamentale (nose poking e breaking point) nei ratti LEW-THC 
rispetto agli altri gruppi sperimentali. Tuttavia il priming di eroina è stato maggiormente 
efficace provocando una aumento dell'attività comportamentale di ricerca dell'eroina in 
particolare nei gruppi sperimentali pretrattati con il Δ9-THC, confermando che, nel ceppo 
geneticamente predisposto (LEW), il pretrattamento induce una maggiore vulnerabilità agli 
effetti della ricaduta (Exp. I e II). 
Questi risultati indicano chiaramente che il consumo adolescenziale di Cannabis, nei 
soggetti caratterizzati da un genotipo predisposto, induce delle modificazioni a lungo 
termine in grado di condizionare il comportamento motivato di ricerca (seeking), e di 
consumo di eroina in età adulta a causa del potenziamento della vulnerabilità intrinseca 
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agli effetti gratificanti delle sostanze d'abuso e non ad una relazione causale con i fattori 
ambientali.  
In accordo quanto riportato in letteratura, questi dati confermano il trattamento 
adolescenziale con il principale componente psicoattivo della Cannabis, il Δ9-THC, 
influenza le proprietà gratificanti dell'eroina in età adulta (Solinas et al., 2004; Ellgren et 
al., 2007). Questo effetto potrebbe essere spiegato dalle possibili modificazioni indotte dal 
Δ9-THC che si traducono in un incremento della trasmissione DAergica mesolimbica, a 
livello della shell e del core del Nucleus Accumbens (NAc), in maniera ceppo-correlata. In 
seguito alla somministrazione di eroina, si osserva un potenziamento del rilascio di DA 
nella shell dei ratti LEW, trattati in adolescenza con il Δ9-THC, ma non in quella dei F344 
(Cadoni et al., 2015). In questo modo, considerata l'implicazione della shell nella 
percezione della ricompensa associata agli stimoli gratificanti e nell'apprendimento 
incentivo, è possibile spiegare la maggiore capacità di acquisizione, il maggior consumo e 
la velocità di adattamento che caratterizza i ratti LEW-THC, sottoposti a protocolli di SA a 
rapporto progressivo, rispetto al gruppo di controllo e ai ratti del ceppo F344 (Di Chiara, 
2002; Bassareo and Di Chiara 2007). 
Tuttavia gli studi riportati in letteratura affermano che la pre-esposizione adolescenziale al 
Δ9-THC induce solamente l'incremento dell'aspetto edonico, e non quello motivazionale 
del seeking dell'eroina (Solinas et al., 2004).  
In realtà, i risultati ottenuti in questo studio dimostrano chiaramente che la 
somministrazione di Δ9-THC in adolescenza, in un ceppo maggiormente predisposto alla 
SA di eroina, determina un incremento delle proprietà di rinforzo e del valore 
motivazionale dell'eroina in età adulta, come dimostrato dall'incremento esponenziale 
dell'attività di nose poking registrata nei ratti LEW-THC, non riscontrata negli altri gruppi 
sperimentali, e il raggiungimento di elevati valori di BP incrementati continuamente nel 
corso di ogni sessione giornaliera condotta in PR3-4. Tuttavia, le discrepanze di questi 
risultati possono essere spiegate prendendo in considerazione il ceppo (Ellgren et al., 2007)  
e l'età di trattamento con i cannabinoidi (Solinas et al., 2004) dei ratti utilizzati nei 
differenti studi (Chen et al., 1991; Deiana et al., 2007). Infatti, nello studio di Solinas et al., 
(2004) il trattamento adolescenziale su animali outbred, come i ratti Sprague-Dawley, non 
ha permesso di evidenziare alcuna differenza presumibilmente a causa dell'elevata 
variabilità genetica che caratterizza la popolazione di questo ceppo. Sulla base delle 
differenze osservate nel proprio studio, Deiana et al., (2007) afferma che le differenze del 
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genotipo che caratterizzano ogni ceppo di ratto potrebbero essere un fattore discriminante 
nella maggiore o minore acquisizione di un comportamento di SA delle sostanze 
psicotrope tipicamente abusate dall'uomo. 
L'uso di un modello genetico di vulnerabilità alle sostanze d'abuso, come quello 
rappresentato dai ratti inbred LEW e F344, permette di focalizzare la ricerca in una 
popolazione di animali caratterizzata da un genotipo omogeneo, studiando le possibili 
modificazioni indotte dal consumo di sostanze d'abuso e il comportamento di 
autosomministrazione sulla base delle caratteristiche intrinseche di maggiore o minore 
predisposizione dell'individuo all'abuso di sostanze psicoattive.  
Per quanto concerne l'età, è stato dimostrato che la somministrazione di cannabinoidi in 
adolescenza ha un impatto notevolmente differente dalla somministrazione in età adulta: le 
conseguenze inerenti al deficit cognitivo, la perdita della memoria e l'alterazione 
dell'emotività, nonché della percezione della gratificazione si osservano solo se il 
trattamento avviene negli adolescenti ma non negli adulti (Scheinder and Koch, 2003; 
O'Shea et al., 2004; Realini et al., 2011; Lynskey and Hall, 2000). 
La somministrazione di cannabinoidi esogeni determina nell'adolescente l'interferenza con 
i normali processi di maturazione cerebrale, in particolare delle aree corticali (PFCX), 
determinando la disregolazione della trasmissione GABAergica e glutammatergica, 
attraverso l'azione sui recettori CB1, innescando il rilascio di glutammato nelle aree 
corticali causa di un effetto eccitotossico (Bossong and Niesink, 2010).  
In questo modo, la somministrazione di Cannabis in adolescenza, interferendo con i 
normali processi di maturazione della PFCX, è la causa dei deficit cognitivi e 
comportamentali che possono essere alla base dell'insorgenza di patologie 
comportamentali e disturbi psicotici in età adulta. 
I dati ottenuti in questo studio sono in linea con la caratterizzazione del modello di 
maggiore (LEW) e minore (F344) sensibilità all'autosomministrazione delle sostanze 
tipicamente abusate nell'uomo (Martin et al., 1999, 2003; Sanchez-Cardoso et al., 2007, 
2009; Picetti et al., 2010, 2012; Suzuki et al., 1988; Kosten et al., 1997, 2007; Brower et 
al., 2002). Il consumo di eroina è stato maggiore per i ratti del ceppo LEW in tutte le fasi 
dello studio rispetto ai F344, in particolare quando sono stati ai protocolli più rigidi (PR3-4, 
Exp. II) e alla dosi maggiori (0.500 e 0.100 mg/kg, Exp. III).  
Le differenze esistenti, ampiamente dimostrate, tra i due fenotipi nei diversi sistemi 
neurotrasmettitoriali (il sistema DAergico, la trasmissione glutammatergica, i sistemi degli 
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oppioidi e degli endocannabinoidi) sono alla base delle differenze nel comportamento di 
acquisizione dei protocolli di SA e del maggior consumo di eroina registrato tra i due ceppi 
(Beiner-Johnson et al., 1991; Guitart et al., 1993; Strecker et al., 1995; Flores et al., 1998; 
Haile et al., 2001; Cadoni and Di Chiara, 2007; Cadoni et al., 2009).  
Nei ratti LEW, il sistema degli oppioidi endogeni, caratterizzato da livelli basali mRNA 
per le encefaline, nello striato e nel NAc inferiori a quelle misurate nei F344, va incontro, 
in seguito a SA di oppiacei ad un fenomeno di down regulation strutturale (legame al 
recettore o espressione del gene PENK) e funzionale (Martin et al., 199; Sanchez-Cardoso 
et al. 2007, 2009).  
La sottoregolazione del sistema degli oppioidi endogeni associata ad una maggiore 
responsività del sistema DAergico nella shell del NAc in seguito alla somministrazione di 
sostanze d'abuso (Cadoni and Di Chiara, 2007), caratterizzano il ceppo LEW come 
fenotipo maggiormente vulnerabile alle proprietà di rinforzo dell'eroina come dimostrato 
dalla differenza comportamentale osservata in questo studio (Duvauchelle et al., 1996; 
Gerrits et al., 2003). 
La differente regolazione del tono degli oppioidi endogeni può essere considerata alla base 
dell'elevato quantitativo di eroina autosomministrata dai ratti LEW. Recentemente, è stato 
dimostrato che i ratti del ceppo LEW sono in grado, sottoposti a protocolli di esposizione 
prolungata all'eroina, di scegliere la dose più concentrata di farmaco qualora ci fosse la 
possibilità di scelta (Picetti et al., 2012). In accordo con questo studio, la somministrazione 
adolescenziale di Cannabis ha, di fatto, incrementato la vulnerabilità di un fenotipo di per 
se suscettibile alle proprietà di rinforzo dell'eroina come dimostrato dall'escalation 
dell'intake di eroina osservato nei LEW-THC.  
A tal proposito, dalla letteratura si evince che l'uso adolescenziale di Δ9-THC è in grado di 
alterare il normale sviluppo di alcune aree cerebrali, in particolare quelle del NAc relative 
alla percezione degli effetti gratificanti (Ellgren et al., 2008), predisponendo l'individuo 
allo sviluppo di psicosi e schizofrenia (Fergusson et al., 2003; Fernandez-Espejo et al., 
2009; Anglin et al., 2012; Chadwick et al., 2013) e alla possibilità di usare altre sostanze 
illecite (Fergusson and Horwood, 2000; Lynskey et al., 2003;. Agrawal et al., 2004).  
In seguito a studi di SA, è stato osservato che l'esposizione adolescenziale al Δ9-THC 
determina l'incremento dell'espressione dell'mRNA delle proencefaline (PENK) nel NAc, 
l'aumento dell'espressione dei recettori µ nell'area ventrale del tegmento (VTA), come 
possibili substrati molecolari della maggiore sensibilità agli oppiacei in età adulta (Ellgren 
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et al., 2008). Recentemente, è stato osservato che il Δ9-THC, somministrato in adolescenza 
causa l'up regulation dell'mRNA delle proencefaline attraverso la riduzione  della 
metilazione di H3-lysine9 (H3K9), inducendo una modificazione a lungo termine in grado 
di alterare la produzione di PENK in età adulta (Tomasiewicz et al., 2012).  
In accordo con questi autori, le differenze comportamentali indotte dal trattamento con il 
Δ9-THC in adolescenza osservate nel corso di questo studio potrebbero essere dovute 
all'incremento della suscettibilità alle proprietà di rinforzo dell'eroina causate da una 
modificazione epigenetica alla base della disregolazione del tono del sistema degli oppioidi 
endogeni (Spano et al., 2007; Ellgren et al., 2008; Tomasiewicz et al., 2012). 
In conclusione, l'esposizione adolescenziale alla Cannabis, in soggetti geneticamente 
vulnerabili (rappresentati dal ceppo LEW), facilita l'abuso e la possibile progressione verso 
la dipendenza da oppiacei, influenzando la suscettibilità alle proprietà gratificanti e 
incrementando il valore motivazionale dell'eroina. Tuttavia, se il soggetto non è 
geneticamente predisposto (il caso del ceppo F344), nessun effetto sulla vulnerabilità 
individuale viene indotto dal trattamento in adolescenza con il Δ9-THC.  
L'esposizione alla Cannabis, in un modello animale di maggiore (LEW) e minore (F344) 
propensione alla SA sottoposto a un protocollo di esposizione prolungata comporta, 
nell'individuo geneticamente vulnerabile, può indurre le alterazioni comportamentali 
relative ad abuso e/o uso compulsivo e di dipendenza. 
Il ceppo LEW rappresenta il genotipo più sensibile agli effetti delle sostanze d'abuso e, in 
accordo con l'effetto Gateway, il background genetico risulta un fattore cruciale nel 
passaggio dall’uso ricreazionale di “droghe leggere" all’uso compulsivo di “droghe 
pesanti”.  
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I risultati ottenuti in questo studio non si limitano a validare la teoria della Gateway 
Hypothesis (Kandel, 1975) ma pongono la vulnerabilità genetica individuale come fattore 
determinante nello sviluppo, in seguito all'uso di Cannabis in età adolescenziale, di una 
dipendenza da eroina in età adulta.  
Nel mio studio l’impiego di un modello animale dotato di maggiore (ratti LEW) e minore 
(ratti F344) suscettibilità agli effetti psicotropi delle sostanze d'abuso, ha permesso di 
eseguire un importante studio pre-clinico che, attraverso lo studio delle differenze 
comportamentali osservate nel corso degli esperimenti, ha stabilito l'importanza del fattore 
genetico nella predisposizione individuale all'abuso di eroina.  
La ricerca farmacologica, attraverso la possibilità di riprodurre in un modello animale le 
fasi e i comportamenti di uso continuato e abuso, risulta necessaria al fine di comprendere i 
meccanismi e le modificazioni neuronali, alla base della vulnerabilità alle sostanze 
psicotrope e alla dipendenza nell'uomo. 
Le evidenze cliniche ed epidemiologiche circa la relazione causale tra la Cannabis usata in 
adolescenza e la dipendenza da eroina in età adulta trovano fondamento in considerazione 
del background genetico e della capacità del Δ9-THC di determinare modificazioni a lungo 
termine predisponenti all'abuso e alla dipendenza da eroina sulla base della vulnerabilità 
individuale.  
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